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Zusammenfassung 
Zur stereoselektiven Herstellung von α-Hydroxyketonen aus prochiralen Ketonen stellen die 
Alkoholdehydrogenasen eine ökologische als auch ökonomische Alternative zu den 
verfügbaren industriellen Syntheserouten dar. Zurzeit stoßen sowohl die Biokatalyse als auch 
die organische Katalyse bei der Herstellung von sterisch anspruchsvollen α-Hydroxyketonen 
an ihre Grenzen. Die Synthese von enantiomerenreinem (R)-Phenylacetylcarbinol [(R)-PAC] 
und S- Phenylacetylcarbinol [(S)-PAC] aus dem prochiralen α-Diketon Phenylpropan-1,2-dion 
(PPD) stellt eine anspruchsvolle Synthese sowohl für akademische als auch für industrielle 
Zwecke dar. Diese chiralen Bausteine dienen als Vorgänger bei der Synthese von (‒)-Ephedrin 
und (+)-Pseudoephedrin. (‒)-Ephedrin und (+)-Pseudoephedrin werden jährlich in großen 
Mengen hergestellt, was zunehmend ein ernsthaftes ökologisches Problem darstellt. Aufgrund 
ihrer Toxizität als auch ihre Persistenz in der Umwelt, beispielsweise in Abwasserkläranlagen, 
wurden sie kürzlich als neu auftauchende Kontaminanten eingestuft. In dieser Arbeit wurde die 
Biodegradierung der Isomere von Ephedrin untersucht. Dabei wurde der neue Stamm 
Arthrobacter sp. TS-15 isoliert, welcher mit Ephedrin als einzige Kohlenstoffquelle wachsen 
kann. Dieser Stamm wurde bei der DSMZ unter der Nummer (DSM 32400) hinterlegt. Das 
Genom dieses Stammes wurde sequenziert und unter der Zugangsnummer (SDXQ00000000) 
in der Genbank verwahrt. Anhand verschiedener phylogenetischer Untersuchungen wurde TS-
15 als eine Subspezies von Arthrobacter aurescens eingeordnet. Des Weiteren wurde der 
Einfluss der Isomerie von Ephedrin auf dessen Biodegradierung sowie auf die Wachstumsrate 
von TS-15 untersucht. Es wurde festgestellt, dass das Isomer (‒)-Pseudoephedrin am 
langsamsten abgebaut wird und dementsprechend einen negativen Einfluss auf das 
Kulturwachstum hat. Hingegen zeigte sein Enantiomer (+)-Pseudoephedrin die schnellste 
Biodegradierung mit einem positiven Effekt auf das Wachstum von TS-15. Anhand der Analyse 
der Metabolite im Kultivierungsmedium als auch aus den Zellextrakten von TS-15 wurde ein 
neuer katabolischer einleitender Schritt detektiert, in dem das Ephedrin zu Methcathinon 
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oxidiert wird. Zur Bestimmung der oxidierenden Enzyme wurden 
Proteinanreicherungsverfahren eingesetzt. Mittels Peptidmassenfingerprints wurden 51 
Proteinhits ermittelt. Nach einer kombinierten Analyse mittels der Proteinhits und des 
rationalen Genomminings wurde ein neues Gencluster zum Abbau von Ephedrin identifiziert. 
Zwei postulierte Dehydrogenasen wurden aus dem Genom isoliert, kloniert und in dem E. coli 
T7 SHuffle Stamm heterolog exprimiert. Dadurch wurden neue enantiokomplementäre Enzyme 
entdeckt. Die Pseudoephedrin Dehydrogenase (PseDH) ist enantiospezifisch für (+)-S,(N)-
(Pseudo-)-Ephedrin, während die Ephedrin Dehydrogenase (EDH) nur die enantiospezifische 
Oxidation von (‒)-R,(N)-(Pseudo-)-Ephedrin katalysieren kann. Beide Dehydrogenasen sind 
NADH-abhängig und der Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen untergeordnet. Bei 
der Charakterisierung dieser Dehydrogenasen konnte gezeigt werden, dass das 
Substratspektrum wertvolle chirale Produkte umfasst. Beide Dehydrogenasen zeigen strikte 
Regio- und Enantioselektivität gegenüber dem α-Diketon Phenylpropan-1,2-Dion (PPD). Somit 
wurde PPD zu (S)-PAC (ee >99%) und (R)-PAC (ee >99%) mittels PseDH bzw. EDH mit 
vollem Umsatz reduziert. Darüber hinaus wurde die Kristallstruktur der PseDH im Rahmen 
einer Zusammenarbeit mit der Universität von York mit einer Auflösung von 1,8 Å aufgeklärt. 
Die Kristallstruktur wurde in PDB unter der Zugangsnummer (6QHE) hinterlegt. Mittels der 
Kristallstruktur der PseDH und des Homologiemodells der EDH wurden Strukturanalysen 
durchgeführt und die ersten Hypothesen zur Funktionsweise dieser Enzyme aufgestellt. Des 
Weiteren wurden über Peptidsequenzanalysen zu diesen Enzymen Rückschlüsse auf ihren 
evolutionären Ursprung gezogen. Die Stabilität der Dehydrogenasen wurde mit 
unterschiedlichen Lösungsmitteln bestimmt. CPME wurde als geeignetstes organisches 
Lösungsmittel für die Biokatalyse mit diesen Enzymen ermittelt. Beide Enzyme wurden mittels 
eines organisch-wässrigen Zweiphasensystems unter enzymgekoppelter Cofaktorregenerierung 
getestet. Dadurch wurde der Zugang zur Produktion von (S)-PAC und (R)-PAC aus PPD mittels 
PseDH bzw. EDH geschaffen. 
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Abstract 
Alcohol dehydrogenases provide an ecological and economical alternative to the present 
industrial synthetic routes for the stereoselective production of α-hydroxyketones from 
prochiral ketones. Currently, biocatalysis and organic catalysis are approaching their frontiers 
in the production of sterically demanding α-hydroxyketones. However, the synthesis of 
enantiomerically pure (R)-Phenylacetylcarbinol [(R)-PAC] as well as (S)-phenylacetylcarbinol 
[(S)-PAC] from the corresponding α-diketone phenylpropane-1,2-dione (PPD) still represents 
a challenging synthesis for both academic and industrial aims. (R)-and (S)-PAC are chiral 
building blocks that can serve as precursors in the synthesis of (‒)-ephedrine and (+)-
pseudoephedrine, respectively. These pharmaceuticals are produced in large amounts annually, 
which constitutes a growing ecological problem. Recently, due to their toxicity as well as their 
persistence in the environment and wastewater treatment plants, they are classified as emerging 
contaminants. In the presented work, the biodegradation of the ephedrine isomers was 
investigated. A new strain Arthrobacter sp. TS-15 was isolated, which can grow on ephedrine 
as a sole source of carbon. This strain was deposited in DSMZ under the number (DSM 32400). 
The genome of this strain has been sequenced. The draft genome sequence is deposited in the 
Genbank under accession number (SDXQ00000000). Based on several combinative 
phylogenetic analysis, TS-15 was classified as a subspecies of Arthrobacter aurescens. 
Furthermore, the influence of the ephedrine isomerism on its biodegradation and on the growth 
rate of TS-15 was investigated. The isomer (‒)-pseudoephedrine correlates to the slowest 
biodegradation rate and has the most negative impact on culture growth. Contrastingly, its 
enantiomer (+)-pseudoephedrine exhibited the fastest biodegradation and induced a positive 
effect on the growth of TS-15. Based on the metabolic analysis of the culture medium as well 
as of the cell extracts of TS-15, a new catabolic initiation step was detected, in which ephedrine 
is oxidized to methcathinone. 
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Protein enrichment procedures were used to determine the oxidizing enzymes with this novel 
activity. Peptide mass fingerprinting revealed 51 protein hits with a potential activity to oxidize 
ephedrine. Using a combined analysis of the resulting protein hits and the results of rational 
genome mining on the genome TS-15, it was possible to identify a new gene cluster for 
degradation of ephedrine. Two putative dehydrogenases were isolated from the genome, cloned 
and heterologously expressed in E. coli T7 SHuffle strain. Two novel enantiocomplementary 
enzymes for oxidation of ephedrine isomers have been discovered. The first enzyme 
pseudoephedrine dehydrogenase (PseDH) is enantiospecific for (+)-S,(N)-(pseudo-)-ephedrine, 
while the second enzyme ephedrine dehydrogenase (EDH) is enantiospecific for the oxidation 
of (‒)-R,(N)-(pseudo)-ephedrine. Both dehydrogenases are NADH dependent enzymes and 
belong to the superfamily of short-chain dehydrogenases/reductases. During the biochemical 
characterization of these dehydrogenases, the substrate spectrum was extended to other valuable 
chiral products. Interestingly, both dehydrogenases show strict regio- and enantioselectivity 
towards α-diketone PPD, which was reduced to (S)-PAC (ee >99%) and (R)-PAC (ee >99%) 
with full conversion using PseDH and EDH, respectively. Additionally, the crystal structure of 
PseDH was resolved in a collaboration with the University of York with a resolution of 1.8 Å. 
The crystal structure was deposited in PDB under the accession number (6QHE). Structural 
analyzes were carried out employing the crystal structure of PseDH and a homology model of 
EDH leading to the initial hypotheses for the functioning of these enzymes. Furthermore, 
peptide sequence analyzes for these dehydrogenases was conducted searching for their 
evolutionary origin. The stability of both dehydrogenases was determined in presence of 
different solvents. Accordingly, CPME is recommended as a suitable organic solvent for 
biocatalysis using these enzymes. Both enzymes were tested in organic aqueous biphasic 
system with an enzyme coupled cofactor regeneration system.  
In this work the production of (S)-PAC and (R)-PAC from PPD using the biocatalysts PseDH 
and EDH, respectively, was achieved for the first time.  
Einführung 
1 
 
1 EINFÜHRUNG  
1.1 Asymmetrische Synthese chiraler Pharmaka 
Bild und Spiegelbild; gleich jedoch anders. Diese Phänomene des Alltags finden sich auch bei 
spiegelbildlichen chemischen Substanzen oder den so genannten chiralen Molekülen wieder. 
Diese besitzen zwar die gleiche Summenformel und Struktur, sind aber Spiegelbilder 
voneinander – so genannte Enantiomere. In der Natur besitzen die molekularen Oberflächen 
von Proteinen stets chirale Eigenschaften. Viele Pharmaka sind daher auch chiral und besitzen 
eine räumliche Orientierung, mit der sie in die Oberfläche oder in das aktive Zentrum eines 
Proteins hineinpassen und dadurch die erwünschte pharmazeutische Wirkung hervorrufen. 
Diese verursachte Wirkung ist enantiomerenspezifisch, was für den Einsatz in den 
Lebenswissenschaften entscheidend ist.  
Chirale Feinchemikalien kommen heutzutage mit steigender Tendenz in der pharmazeutischen 
Industrie zum Einsatz, um als Ausgangsstoffe für die Herstellung von Wirkstoffen mit klar 
definierten chiralen Eigenschaften zu dienen. Aus den 200 top Pharmazeutika sind 72% chirale 
Moleküle (proteinbasierte Arzneimittel ausgeschlossen) (Wells und Meyer, 2014). Unter den 
chiralen Molekülen werden chirale sekundäre Alkohole oft als Intermediate zur Einbringung 
chiraler Zentren in pharmazeutische Wirkstoffe und spezielle Materialien genutzt (Sheldon und 
Woodley, 2018).  
Seit 1992 empfehlen die Zulassungsbehörden in den USA, Europa, Japan und China den 
Arzneimittelherstellern, wenn möglich, die Vermarktung des Eutomers statt des racemischen 
Gemischs (Agranat et al., 2002). In den USA machten 2008 die von der FDA (Food and Drug 
Administration) zugelassenen enantiomerenreinen Arzneimittel bereits 63% aller in diesem 
Jahr zugelassenen Arzneimittel aus. Die enantiomerenreinen Verbindungen werden in der 
Feinchemikalienindustrie systematisch über synthetische Routen z.B. dynamische 
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Racematspaltung oder Wasserstofftransfer etc. mittels chemischer Metall- bzw. organischer 
Katalysatoren generiert (Schulze und Wubbolts, 1999, Noyori und Ohkuma, 2001). Generell 
sind hohe Enantioselektivitäten eher der seltene Fall in der organischen Synthese. Die 
gekoppelte Generierung von unerwünschten Nebenprodukten und toxischen Abfällen führen 
ebenfalls zu erhöhten Produktionskosten durch intensives Downstream Processing (Hoyos et 
al., 2010).  
Biokatalyse stellt eine nachhaltige und ökonomische Alternative in der Produktion chiraler 
Alkohole dar (Goldberg et al., 2007). Vorteilhaft an der Biokatalyse sind unter anderem eine 
verbesserte Produktivität, die Schonung von Ressourcen durch den Verzicht auf teure chirale 
Trennmittel, eine signifikante Reduzierung der Abfälle, eine höhere Selektivität, milde 
Reaktionsbedingungen (meist unter normalem Druck und bei Raumtemperatur) und ein 
vereinfachter Arbeitsprozess mit verkürzten Reinigungsprozessen (Braun et al., 2006).  
Die Limitierungen im Einsatz der Biokatalyse zur Produktion von chiralen Feinchemikalien 
liegen vor allem daran, dass der Wunschbiokatalysator oft nicht verfügbar ist oder dass 
Transferschwierigkeiten vom Labormaßstab in industrielle Produktionsanlagen bestehen (Kaul 
und Asano, 2012). Darüber hinaus ist der Einsatz von stereoselektiven Biokatalysatoren 
dadurch limitiert, dass sie den Zugang zu meistens nur einem der zwei Enantiomere erlauben 
(Hönig et al., 2017). Dies hat zur Folge, dass Biokatalyse in der Industrie oft nur als zweite 
Option nach der organischen Synthese in Frage kommt.  
1.2 Pharmazeutisch aktive chirale Alkoholverbindungen 
Unter den chiralen Alkoholverbindungen zählen chirale Aminoalkohole zu den wichtigsten 
Stoffklassen für die pharmazeutische Synthese. Sie besitzen u.a. die Fähigkeit als Modulator 
der Adrenozeptoren verschiedene physiologische Effekte hervorzurufen. Diese Substanzen 
werden u.a. zur Behandlung von Asthma und anderen relevanten Atemwegserkrankungen 
genutzt. In Abbildung 1.1 ist eine Auswahl zugelassener Arzneistoffe mit der entsprechenden 
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pharmazeutischen Wirkung dargestellt (Krauwinkel et al., 2013, Chappell et al., 2014, 
Upadhyaya et al., 2015, Aviado et al., 1958, Zhao et al., 2019). 
A
D E
B
C
 
Abbildung 1.1: Zugelassene pharmazeutisch aktive Wirkstoffe, welche mindestens ein Stereozentrum haben. A) 
Mirabegron, Behandlung der hyperaktiven Blase, B) Duloxetin, Antidepressiva, C) Atomoxetin, Behandlung von 
ADHS, D) Pseudoephedrin, Stimulans, E) Ezetimib, Resorptionshemmer des Cholesterins.  
Bei einer kurzen Betrachtung dieser wertvollen Moleküle fällt die Haupteinheit, die Aryl-Alkyl 
Alkoholverbindungen, in diesen Wirkstoffen auf (Abbildung 1.2)  
 
 
Abbildung 1.2: Allgemeine Struktur der „Aryl-Alkyl Alkohole“. R= Derivate von Alkylrest.  
Das Molekül D in Abbildung 1.1 besitzt zwei chirale Zentren, wodurch vier isomere Formen 
möglich sind. Im Vergleich zu den anderen dargestellten Wirkstoffen besitzt Pseudoephedrin 
die kleinste Molekülgröße (molare Masse 165,2 g mol-1) und eine höhere Löslichkeit in 
wässriger Lösung, weshalb Pseudo-/Ephedrin und seine Isomere als Leitmolekül in dieser 
Arbeit dienen. 
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1.3 Ephedrin 
1.3.1 Ephedrin aus dem Ephedrakraut 
Ephedrin ist ein Alkaloid (Naturstoff) aus der Ephedra spp., der Familie Ephedraceae 
(Meerträubelgewächse). Ephedra (Ma-Huang, auf Deutsch das gelbe Adstringens oder 
zusammenziehend) wurde bereits vor 5000 Jahren als eines der ersten Heilkräuter in der 
chinesischen Volksmedizin als Stimulans und gegen Asthma eingesetzt (Lee, 2000). Chemisch 
lässt sich Ephedrin in die Gruppe der Phenylethylamine einordnen. Die chemische Struktur von 
Phenylethylaminen wirkt stimulierend auf das Zentralnervensystem (Carlini, 2003). Die 
natürliche Biosynthese von Ephedrin in der Ephedra Pflanze erfolgt ausgehend von der 
Aminosäure Phenylalanin (Grue-Sorensen und Spenser, 1988). Die obererdigen Teile des 
Ephedrakrautes beinhalten je nach Ephedra-Art zwischen 0,02-3,4% an Isomeren von Ephedrin 
und Norephedrin (Trockengewicht), wobei (‒)-Ephedrin 30-90% der Gesamtmasse an diesem 
Alkaloid ausmacht (Abourashed et al., 2003). 
In der vorliegenden Arbeit sind die Enantiomere und Diastereomere dieses Moleküls, welche 
in Abbildung 1.3 zu sehen sind, unter Verwendung. Abgeleitet von Diastereomeren der 
Monosaccharide Erythrose und Threose erfolgt die Einteilung der Ephedrin-Isomere in die 
erythro- und threo-Formen: erythro-(‒)-(R,S)-Ephedrin, erythro-(+)-(S,R)-Ephedrin, threo-(+)-
(S,S)-Pseudoephedrin, und threo-(‒)-(R,R)-Pseudoephedrin.  
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Abbildung 1.3: Isomere des Ephedrins. Für jedes Isomer existieren jeweils ein Enantiomer und zwei 
Diastereomere.  
 
1.3.2 Industrielle Herstellungsrouten von (‒)-Ephedrin und (+)-Pseudoephedrin 
(‒)-Ephedrin wird über eine reduktive Aminierung des β-Carbonyls mit Methylamin im 
Schlüsselintermediat (R)-Phenylacetylcarbinol generiert (Abbildung 1.4). (+)-Pseudoephedrin 
wird industriell über die Isomerisierung von (‒)-Ephedrin hergestellt (Brauch et al., 1982). Die 
optische Inversion der Hydroxylgruppe erfolgt durch die Acetylierung mit Essigsäureanhydrid 
bei 100-130 °C. Der entstandene Ester wird anschließend unter Siedehitze (100-120 °C) mit 
Salzsäure verseift (Brauch et al., 1982).  
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(-)-(R,S)-Ephedrin
HCl / 120 °C
(+)-(S,S)-Pseudoephedrin (+)-Pseudoephedrinacetat
Essigsäureanhydrid
(R)-Phenylacetylcarbinol [(R)-PAC]
H
2 
/ Pt
100-130 °C
 
Abbildung 1.4: Die industrielle Syntheseroute von (‒)-(R,S)-Ephedrin und (+)-(S,S)-Pseudoephedrin durch die 
Fermentation von Benzaldehyd mit Hefe.  
 
Die Herstellung von (‒)-(R,S)-Ephedrin und (+)-(S,S)-Pseudoephedrin wird bei der Firma 
Siegfried PharmaChemikalien Minden GmbH (früher BASF) durchgeführt. Dieses 
Unternehmen ist heute der Haupthersteller von Ephedrin (20 Tonnen Exporte in 2017) und 
Pseudoephedrin (259 Tonnen Exporte in 2017) auf der Nordhalbkugel (persönliche Mitteilung 
von Dr. Marco Millies, Geschäftsführer von Siegfried Minden GmbH, INCSR Report, 2019). 
Weltweit betragen die jährlichen Exporte von (‒)-(R,S)-Ephedrin und (+)-(S,S)-Pseudoephedrin 
zwischen 2015-2017 jeweils 120 bzw. 1000 Tonnen. Dabei kommt Deutschland als Exportland 
an zweiter Stelle nach Indien (INCSR Report, 2019). Diese Moleküle sind in unterschiedlichen 
Kombi-Präparaten z. B. Aspirin-complex (Bayer AG), Boxagrippal (Boehringer Ingelheim AG 
& Co. KG) und Ibuhexalgrippal (Hexal AG) zu finden. Erwähnenswert ist, dass diese Mengen 
mehrheitlich in der Umwelt bzw. in Abwasserkläranlagen enden, weil sie zum größten Teil 
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vom menschlichen Körper bzw. von den damit behandelten Säugetieren unverändert 
ausgeschieden werden (Brater et al., 1980, Inoue et al., 1990, Masoner et al., 2014).  
 
1.3.3 Biokatalytische Strategien zu (R)- oder (S)-PAC Synthese 
Das (R)-Phenylacetylcarbinol wird industriell über die Fermentation der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae in zuckerhaltigem Medium mit Benzaldehyd mittels einer enzymatischen C-C-
Kopplung produziert (Abbildung 1.5A) (Oliver et al., 1997).  
C
B
Lipasen (EC.3.1.1.-)
E
D
Oxidoreduktasen (EC.1.1.1.-)
Oxidoreduktasen (EC.1.1.1.-)
Lyasen (EC.4.1.1.-)
Oxidoreduktasen (EC1.14.13.-)
A
 
Abbildung 1.5: Mögliche biokatalytische Wege zu den aromatischen α-Hydroxyketonen (R)-PAC und (S)-PAC. 
EC.4.1.1.-, Lyase.Carbon-Carbon Lyase. Carboxy-Lyase.-, EC.3.1.1.-, Hydrolase. Aktivität auf Esterbindung, 
Carbonsäureester Hydrolase.-, EC.1.14.13.-, Oxidoreduktase. Aktivität auf zwei Elektronen/Protonendonatoren 
mit Einbringung oder Reduktion molekularen Sauerstoffs. NAD(P)H als einer der Hydrid-Donatoren und 
Einbringung eines Sauerstoffatoms.-. EC.1.1.1.-, Oxidoreduktase. Aktivität auf – OH Gruppe des Donators. Mit 
NAD(P)+ als Akzeptor. 
Diese Acyloin-Kondensation von zwei Aldehyden wird in der Hefezelle durch eine 
Thiamindiphosphat (ThDP) abhängige Pyruvatdecarboxylase (PDC) katalysiert (Oliver et al., 
1997). Die PDC decarboxyliert Pyruvat zu einem aktivierten Acetaldehyd, welches 
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anschließend an das Benzaldehyd zu Phenylacetylcarbinol (PAC) carboligiert (Hoyos et al., 
2010).  
Vorteilhaft in diesem etablierten Prozess sind hauptsächlich die kostengünstigen 
Ausgangssubstanzen und Reagenzien. Die Nachteile liegen bei der Generierung von 
Nebenprodukten z.B. Benzylalkohol und 1-Phenyl-1,2-propandiol, welche durch 
unterschiedliche Alkoholdehydrogenasen erzeugt werden (Abbildung 1.6) (Long und Ward, 
1989, Andreu und lí del Olmo, 2018). Da die Aldehydgruppe des Benzaldehyds toxisch für die 
Zellen ist, wird als Abwehrreaktion das Aldehyd zu der entsprechenden Benzoesäure mittels 
Aldehyddehydrogenasen oxidiert (Aganval et al., 1987, Andersen, 2006).  Des Weiteren kann 
das Produkt (R)-PAC teilweise zu dem entsprechenden α-Diketon 1-Phenylpropan-1,2-dion 
(PPD) verstoffwechselt werden. 
1-Phenyl-1,2-propandiolBenzylalkohol
Benzoesäuer 1-Phenylpropan-1,2-dion  
Abbildung 1.6: Nebenprodukte der Fermentation der Hefe Saccharomyces cerevisiae, bei der Herstellung von 
(R)-PAC (obere Reihe) durch enzymatische Reduktion (untere Reihe) durch enzymatische Oxidation 
(Benzoesäure) oder durch automatische Oxidation (1-Phenylpropan-1,2-dion). 
 
Andere Syntheserouten für (R)-Phenylacetylcarbinol ohne Einsatz der Hefe S. cerevisiae 
beinhalten die C-C Kopplung durch andere Enzyme, wie PDC aus Zymomonas mobilis 
(Ausbeute zwischen 60-98%) und die Ketosäure Decarboxylase (KdcA) aus Lactococcus lactis 
(Ausbeute 40%) (Hauer et al., 2003, Gocke et al., 2007). Darüber hinaus wurde von der 
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Synthese von (S)-Phenylacetylcarbinol über eine mutierte Pyruvatdecarboxylase aus 
Aceobacter pasteurianus (Ausbeute 45%) berichtet (Rother et al., 2014). 
All diese Lyasen haben den Nachteil, dass unerwünschte Nebenprodukte bei der unspezifischen 
C-C Bildung zwischen den Ausgangscarboxylen entstehen. Beispiesweise können dabei (R)-
/(S)-Acetoine, (R)-/(S)-Benzoin und/oder (R)-/(S)-2-Hydroxypropiophenon (HPP) als 
Nebenprodukte entstehen (Abbildung 1.7).  
 
(R)-/(S)-Benzoin (R)-/(S)-HPP(R)-/(S)-Acetoin  
Abbildung 1.7: Die Nebenprodukte, der Carboligation von Benzaldehyd und Acetaldehyd durch ThDP abhängige 
Lyasen. 
Bei der Suche nach einem effektiveren Enzymsystem für die Produktion des α-Hydroxyketons 
(R)-PAC und/oder (S)-PAC kann aus den eben genannten Gründen  die Enzymklasse der 
Lyasen (EC.4.1.1.-) nicht herangezogen werden. 
Neben dem oben erwähnten Lyasensystem (Abbildung 1.5 A) ist die kinetische 
Racematspaltung mittels Hydrolasen (EC.3.1.1.-), z.B. Lipasen, ein gut bekanntes und 
etabliertes Verfahren zur Generierung eines enantiomerenreinen Alkohols.  
Die Synthese von Alkoholen mittels einer Lipase kann über eine stereoselektive Veresterung 
einer racemischen α-Hydroxylgruppe erfolgen. Anschließend erfolgt eine Trennung des 
erzeugten Esters vom übrigen Hydroxyketon. Durch Racemisierung der verbliebenen 
Hydroxylgruppe mittels eines Metallkatalysators könnte theoretisch ein 100%iger Umsatz 
erzielt werden. Dieser Prozess wird als „dynamisch“ kinetische Racematspaltung (DKR) 
bezeichnet (Abbildung 1.5 B). Die hohe Stabilität der Lipasen unter technischen 
Prozessbedingungen sowie die Unabhängigkeit von Cofaktoren machen die Lipasen attraktiv 
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für den industriellen Einsatz. Die Limitierung im Einsatz der Lipasen für diese Reaktion sind 
die eingeschränkte Verfügbarkeit des Ausgangssubstrats, das racemische PAC (rac-PAC), für 
dessen Herstellung ebenfalls ein regioselektiver Katalysator benötigt wird. Außerdem entstehen 
während der Racemisierung des nicht umgesetzten Enantiomers die anderen Regioisomere [(S)- 
und (R)-HPP], was die Ausbeute deutlich einschränkt und das Downstream Processing 
erschwert (Hoyos et al., 2010). Nach unterschiedlichen Experimenten zur (S)-PAC Synthese 
über die DKR mittels der LipTL aus Pseudomonas stutzeri und einem Zirkoniumkatalysator 
zeigt sich diese Reaktion, mit einem Umsatz von 87% (Ausbeute 63%) und einem 
Enantiomerenüberschuss von 87%, als nicht wirtschaftlich. Die optische Reinheit des Produkts 
verschlechterte sich im Laufe der Biotransformation (Petrenz-Beck et al., 2019). 
Drei unterschiedliche potentielle Wege zur Herstellung von aromatischen α-Hydroxyketonen 
bzw. (S)- und (R)-PAC bieten Oxidoreduktasen. Die P450-BM3 Monooxygenase aus Bacillus 
megaterium kann die α-Hydroxylierung vom aromatischen Monoketon Phenyl-2-propanon 
unter Einsatz von NADPH und molekularem Sauerstoff zum (S)-PAC mit einem 
Enantiomerenüberschuss von 88% umsetzen (Abbildung 1.5 C). Eine Mutante von P450-BM3 
(A328R) produziert das komplementäre Enantiomer (R)-PAC mit einem 
Enantiomerenüberschuss von 87% (Agudo et al., 2015). Obwohl die eingesetzte 
Substratkonzentration (9-15 mM) als auch der resultierende Enantiomerenüberschuss beider 
Enantiomere gering sind, zeigt die Reaktion die theoretische Machbarkeit des Einsatzes dieser 
Enzymgruppe. Ein anderes Beispiel zu Erzeugung von Derivaten von (R)-PAC erfolgt über die 
Phenylaceton Baeyer–Villiger Monooxygenase (PAMO) aus Thermobifida fusca mittels der 
Oxidation von 3-Phenylpentan-2,4-dion zum veresterten (R)-PAC (ee 82%) (Abbildung 1.8) 
(de Gonzalo et al., 2005). Der Einsatz ist hier im Labormaßstab mit 2,5 mM 
Substratkonzentration dokumentiert.  
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Abbildung 1.8: Biooxidation von 3-Phenylpentan-2,4-dion zum (R)-1-Acetoxy-phenylaceton mittels einer 
Phenylaceton-Monooxygenase aus Thermobifida fusca. 
 
Einen alternativen Zugang bildet die stereoselektive Oxidation des racemischen aromatischen 
α-Diols zum α-Hydroxyketon (R)-PAC bzw. (S)-PAC (Abbildung 1.5 D). Die Strategie wurde 
bisher noch nicht ausreichend untersucht, jedoch wurde die Biotransformation mit der 
bekannten Alkoholdehydrogenase ADH-A aus Rhodococcus ruber getestet. Die Oxidation des 
aromatischen α-Diols (R,S)-1-Phenyl-1,2-propandiol ergab ca. 3,4-fach (R)-PAC zu 1-fach (S)-
HPP mit einem Substratumsatz von 30%. Eine Mutante des Enzyms (ADH-A B1F4) zeigte eine 
Verbesserung des Umsatzes auf bis zu 68%, wobei auch höhere relative Mengen von (R)-PAC 
[ca. 4,6-fach höher als (S)-HPP] erzeugt wurden (Abbildung 1.10) (Maurer et al., 2018). 
(R)-Phenylacetylcarbinol
55% 12%
(S)-2-Hydroxypropiophenon
NAD+ NADH
(R,S)-1-Phenylpropan-1,2-diol
ADH-A B1F4
32%  
Abbildung 1.10: Stereoselektive Oxidation von (R,S)-1-Phenylpropandiol zu (R)-PAC und (S)-HPP mit der ADH-
A aus R. ruber. Die relative Konzentration des Substrats und der Produkte wurde über eine 1H NMR Integration 
bestimmt, ohne diese Verbindungen vorher zu trennen (abgeleitet von Maurer et al., 2018). 
 
Die Hefezellen von S. cerevisiae wurden ebenfalls getestet für die PAC-Produktion über einen 
anderen Syntheseweg (Abbildung 1.7 E). Hierfür wurden die Hefezellen mit Stickstoff vor der 
Zugabe des α-Diketons (PPD) bei einer Konzentration von 1,69 mM für 60 min. vorbehandelt. 
Einführung 
12 
 
Dadurch wurde ein Enantiomerenüberschuss von 96% mit einer Ausbeute von maximal 31% 
erreicht. Jedoch wurden hier auch unerwünschte Nebenprodukte generiert, z.B. das Isomer (S)-
HPP und das zweifach reduzierte Substrat (R,S)-1-Phenylpropan-1,2-diol (Lourenço et al., 
2004). 
Schließlich kommt noch die stereoselektive Reduktion als Synthesestrategie in Frage 
(Abbildung 1.7 E). Über die (S)-PAC-Synthese mit einer Alkoholdehydrogenase aus 
Pseudomonas sp. (ATCC 49794) wurde berichtet. Die maximale Enantioselektivität betrug 
86%, die Regioselektivität lag bei 6:1 [(S)-PAC:HPP] (Bradshaw et al., 1992). 
 
1.3.4 Chemische Strategien zur Synthese von (R)- oder (S)-PAC 
Es wurden mehrere chemische Routen zur Synthese von (R)- und (S)-PAC veröffentlicht, die 
oft auf einem Metallkatalysator, welcher mit einem chiralen Liganden assoziiert ist, basieren. 
Beispielsweise wurde mittels asymmetrischen Wasserstofftransfers auf PPD durch Rhodium-
Nanopartikel, welche mit dem chiralen Liganden (‒)-O-Isopropyliden-2,3-dihydroxy-1,4-
bis(diphenylphosphino)butan ([-]-DIOP) stabilisiert sind, in Cyclohexan (R)-PAC mit einem 
Umsatz von 72% und einen Enantiomerenüberschuss von 52% erzielt (Ruiz et al., 2012). 
Mittels eines auf Cinchonidin immobilisierten Pt/SiO2 Katalysators wurde (R)-PAC über einen 
Wasserstofftransfer auf dem Diketon (PPD) mit einem Enantiomerenüberschuss von maximal 
50% erzeugt (Campos et al., 2010). Toukoniitty erzielte mit Hilfe eines Platin/Aluminiumoxid-
Katalysators (Pt/Al2O3) in Anwesenheit von Cinchonidin bei der Reduktion von PPD zu (R)-
PAC einen Enantiomerenüberschuss von 65% in Dichlormethan als Lösungsmittel (Toukoniitty 
et al., 2000).  
Durch einen modifizierten Metallkatalysator Pt/Al2O3 wurde ein Enantiomerenüberschuss von 
30% bei der (S)-PAC-Synthese erzielt (Busygin et al., 2008). Ein neuer Versuch zum 
asymmetrischen Wasserstofftransfer auf aromatische α-Diketone unter blauem LED Licht und 
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mittels eines Dicyanopyrazin-basierten Photoredoxkatalysators konnte eine Ausbeute von 67% 
(S)-PAC mit einem Enantiomerenüberschuss von 80% detektiert werden (Lin et al., 2017).  
Anhand einer stereoselektiven Oxidation des α-Diols (S,S)-1-Phenyl-1,2-propandiol durch das 
Oxidationsmittel Kaliumperoxomonosulfat (KHSO5) in Anwesenheit eines chiralen Liganden 
1,2:4,5-Di-O-Isopropylidene-β-D-erythro-2,3-hexodiulo-2,6-pyranos (D-Epoxon) wurden (S)-
PAC (ee 44%) und (S)-HPP (ee 69%) mit einem Umsatz von 20% erhalten (Wong und Shi, 
2008). 
Zusammenfassend sind weder biokatalytische noch chemische Verfahren verfügbar, um die 
Vorstufen von (‒)-Ephedrin und (+)-Pseudoephedrin hier (R)- und (S)-PAC, mit hoher Reinheit 
herzustellen. Zusätzlich zur Rolle von (R)- und (S)-PAC als potentielle Vorstufe von Ephedrin-
Isomeren bietet die chemisch aktive prochirale Ketogruppe neben der chiralen Hydroxylgruppe 
eine potentielle Ausgangsgruppe für komplexere chirale Strukturen. Für viele Wissenschaftler 
war und ist die Etablierung von enantiomerenreinen (R)- oder (S)-PAC nach wie vor eine große 
Herausforderung (Hauer et al., 2003, Rother et al., 2014, Li et al., 2017, Lin et al., 2017).  
Die letzte Syntheseroute über die stereoselektive Reduktion vom prochiralen α-Diketon ist ein 
besonderes Verfahren analog zur Abbildung 1.7 E, weil bei Verwendung strikter Katalysatoren 
keine Nebenprodukte entstehen können, d.h. es sind eine 100%ige Atomeffizienz und ein E-
Faktor von 0 (E-Faktor =Abfallmasse/Produktmasse) möglich (Yoshimura et al., 2014). 
Darüber hinaus ist die hohe Wertschöpfung zwischen dem prochiralen Keton und dessen 
enantiomerenreinen Alkohol [ca. 10 € g-1 PPD, ca. 1500 € g-1 (S)-PAC] die treibende Kraft zur 
Erstellung neuer Strategien und neuer Biokatalysatoren für die Umsetzung des asymmetrischen 
Wasserstofftransfers (Huisman et al., 2010).  
Pseudoephedrin und Ephedrin sind natürliche aromatische Aminoalkoholverbindungen. Daher 
sollten Oxidoreduktasen in der Natur vorkommen, welche auf diesen aktiv sind. Die Industrie 
benötigt mehr alternative Biokatalysatoren, welche die Durchführung kosteneffektiverer 
Prozesse erlauben.  
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1.4 Alkoholdehydrogenasen (ADH) 
Da die gesuchte Reaktion, bei der α-Diketon PPD zu (S)-PAC oder (R)-PAC reduziert wird, ins 
Aktivitätsspektrum von ADH fällt, werden im nächsten Kapitel Grundlagen zu 
Alkoholdehydrogenasen beschrieben. 
1.4.1 Allgemeine Beschreibung der ADH 
Die Alkoholdehydrogenasen sind den Oxidoreduktasen untergeordnet. ADH sind unter der EC 
Nummer (Enzyme Commission number) EC.1.1.1.- klassifiziert. EC.1. steht hierbei für 
Oxidoreaktion katalysierende Enzyme. EC.1.1. beschreibt eine Hydroxylgruppe bzw. Keto- 
oder Aldehydgruppe, welche jeweils oxidiert bzw. reduziert wird und EC.1.1.1. verdeutlicht, 
dass bei der Reaktion NAD(P)H als Cofaktor eingesetzt wird (NC-IUBMB und Webb, 1992). 
Gelegentlich werden in der Literatur die ADH als Ketoreduktasen (KRED) bezeichnet. Die 
reduktive Aktivität bezieht sich hierbei mehr auf die Nutzung des Cofaktors NADPH, welcher 
im Gegensatz zu NADH eher als Elektronendonor in der Zelle fungiert (Pollak et al., 2007, Sun 
et al., 2012). Die Benennung und Klassifizierung der Enzyme erfolgen nach der katalytischen 
Funktion bzw. nach der umgesetzten Reaktion. Beispielsweise kann eine 
Alkoholdehydrogenase, welche eine Hydroxylgruppe eines α-Aminoalkohol zum α-Ketoamin 
oxidiert, als Aminoalkoholdehydrogenase bezeichnet werden. 
Die Alkoholdehydrogenasen bilden eine große Gruppe an Enzymen, welche auf Basis ihrer 
Peptidsequenzlänge, ihrem Funktionsmechanismus und strukturellen Unterschieden in drei 
Superfamilien unterteilt werden: kurzkettige SDRs (Short-chain Dehydrogenases/Reductases), 
mittelkettige MDRs (Medium-chain Dehydrogenases/Reductases) und langkettige LDRs 
(Long-chain Dehydrogenases/Reductases) (Kallberg et al., 2002). 
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1.4.1.1 Langkettige Dehydrogenasen (LDR) 
 Die LDR Enzyme besitzen eine Sequenzlänge von ca. 400 bis 900 Aminosäuren und weisen 
eine hohe Inhomogenität auf, sodass keine allgemeinen molekularen Ähnlichkeiten erkannt 
werden konnten (Persson et al., 1991, Reid und Fewson, 1994). Sie haben im aktiven Zentrum 
eine Spalte zwischen der Rossmann-Faltungsdomäne und der „katalytischen“ Domäne und 
zudem ein Eisen-abhängiges oder Lysin-basiertes aktives Zentrum (Klimacek und Nidetzky, 
2002, Kavanagh et al., 2008). 
1.4.1.2 Mittelkettige Dehydrogenasen (MDR) 
Die Peptidsequenzen der MDR Enzyme weisen eine Länge von ca. 350 Aminosäuren auf. Sie 
sind unter sich stark homogen, sodass 80% aller MDR aus der Uniport Proteindatenbank bis zu 
99% identisch sind (Kavanagh et al., 2008). Monomere der MDR Proteine besitzen 
normalerweise zwei verschiedene Domänen. Die erste Domäne beinhaltet die sogenannte 
Rossmann-Faltung, dient der Bindung des Cofaktors und wird zum größten Teil im C-Terminus 
abgedeckt (Jörnvall et al., 2010). Die zweite, N-terminale Domäne ist die “katalytische” 
Domäne, welche wahrscheinlich aus GroES Chaperon Elementen abgeleitet wurde (Taneja und 
Mande, 1999). Das aktive Zentrum liegt in der Spalte zwischen den zwei Domänen (Persson et 
al., 2008). Die MDR weisen entweder einen Zn-abhängigen oder einen Tyrosin-basierten 
Reaktionsmechanismus auf (Kavanagh et al., 2008).  
1.4.1.3 Kurzkettige Dehydrogenasen (SDR) 
Die Proteine der SDR umfassen eine Länge zwischen 250-300 Aminosäuren. Die SDR haben 
eine einfache Faltungsarchitektur und weisen eine einzige Domäne auf, welche aus dem 
Rossmann-Faltungsmuster abgeleitet ist (Abbildung 1.10) (Jörnvall et al., 2010). Im Gegensatz 
zu den MDR liegt die Rossmann-Faltung am N-Terminus (Kavanagh et al., 2008). Generell 
besitzen sie keine katalytisch aktiven Metallionen, sondern haben allgemein einen Tyrosin-
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basierten Reaktionsmechanismus (Oppermann et al., 2003). Die SDR zeigen nur sehr niedrige 
Sequenzidentität (zwischen 15-30%), wobei die Tertiärstruktur, insbesondere die Rossmann-
Faltung, weit mehr konserviert ist, als die Primärstruktur (Rao und Rossmann, 1973, 
Oppermann et al., 2003). Die Sekundärstruktur ist durch ein zentrales, expandiertes β-Faltblatt 
gekennzeichnet, welches aus sechs bis sieben parallelen β-Faltblättern besteht, die auf der Seite 
durch zwei bis drei α-Helices flankiert sind (Abbildung 1.10).  
Diese charakteristische Bindestelle trägt zur strukturellen Integrität des Proteins bei und weist 
ein charakteristisches Glycin-reiches Motiv am N-Terminus auf (Oppermann et al., 2003, 
Kavanagh et al., 2008). Die Cofaktorspezifität der SDR Enzyme wird durch bestimmte 
Aminosäurereste in der Nähe des Glycin-Motivs bestimmt (Persson et al., 2003), wobei die 
NADH abhängigen SDR einen sauren Rest am C-terminalen Ende des zweiten  β-Faltblattes 
(βB) aufweisen. Auf der anderen Seite haben die NADPH-spezifische SDR zwei basische Reste 
innerhalb des Glycin-Motivs, welche an das 2‘-Phosphat des Cofaktors binden. 
βC βB βA βD βE βF βG
αC αB
αD αE αF
αG
αFG1
αFG2
N-Terminus
C-Terminus
     
Abbildung 1.10: Strukturmerkmale von SDR; Links, eine schematische Darstellung der 
Sekundärstrukturelemente mit ihrer entsprechenden Anordnung (modifiziert nach Höffken et al., 2006). α-Helices 
sind rot und β-Faltblätter gelb gefärbt. Rechts, eine allgemeine Struktur eines Monomers der SDR Enzyme. Die 
Rossmann-Faltung ist über ein expandiertes β-Faltblatt (aus sechs β-Faltblättern) präsentiert, welches von sechs 
α-Helices (jeweils drei α-Helices auf beiden Seiten) umgeben ist. 
Der erste Rest befindet sich im Glycin-reichen Motiv, der zweite Rest ist am Anfang der 
Schleife direkt hinter dem β-Faltblatt (βB) positioniert (Kallberg et al., 2002, Kavanagh et al., 
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2008 und). Anhand dieser Verteilung innerhalb des Glycinmotivs der basischen und sauren 
Aminosäurereste bevorzugen die meisten SDR den Cofaktor NADPH (Kallberg et al., 2002 
und Persson et al., 2003). Der Großteil der SDR liegt in Homodimeren oder Homotetrameren 
vor, auch monomere SDR existieren, z.B. die Carbonylreduktase aus dem Schwein (Ghosh et 
al., 2001, Kavanagh et al., 2008). Das aktive Zentrum der SDR ist durch eine katalytische 
Tetrade aus je einem Asparagin-, Serin-, Tyrosin- und Lysin-Rest gekennzeichnet (Price et al., 
2004). Die Ketoreduktion beginnt mit einem Protonentransfer von der katalytischen Base 
Tyrosin auf das Sauerstoffatom des Ketons. Anschließend erfolgt der Hydridionentransfer vom 
Cofaktor auf das Kohlenstoffatom des Carbonyls (Filling et al., 2002). Eine Protonenkaskade 
durch ein Netzwerksystem von Tyrosin, der 2‘-Hydroxylgruppe des Ribose-Nikotinamids, 
Lysin, bis zu einem Wassermolekül, welches über die Amidogruppe des Asparagins stabilisiert 
ist, sorgt für die Regenerierung des abstrahierten Protons aus der Lösung (Abbildung 11) (Price 
et al., 2004). Der Serin-Rest fungiert als Stabilisierungsanker für das zu reduzierende Keton 
(Jörnvall et al., 1995, Tanabe et al., 1998). 
3'
Wässrige Lösung
Y151K155
N111
Wasser
NADH
S138
Ketosubstrat
2'
 
Abbildung 1.11: Postulierter Reaktionsmechanismus zur Reduktion eines Ketons mithilfe eines Nicotinamid-
Cofaktors. ARPP(P), Adenindinukleotid(Phosphat)-Rest von NAD(P)H. (modifiziert nach Filling et al., 2002). 
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1.4.2 Industrielle Anwendung der Alkoholdehydrogenasen 
Anhand einer Patentanalyse im Patent Search Portal „Orbit“ kann eine seit 1995 steigende 
Anzahl der registrierten Patente zur Nutzung von Dehydrogenasen (de Godoy Daiha et al., 
2015) beobachtet werden. Diese Tendenz der eingereichten Patente aus akademischen und 
kommerziellen Institutionen zur Nutzung der Oxidoreduktasen erlebt seit 2009 einen weiteren 
Aufschwung (Buller et al., 2018). Dementsprechend wurden über zwei Jahrzehnte zahlreiche 
chirale Synthesen von sekundären Alkoholverbindungen berichtet (Matsuda et al., 2009, Zheng 
und Xu, 2011, Ni und Xu, 2012, Muñoz Solano et al., 2012, Simon et al., 2013). Dabei wurden 
limitierende Faktoren zum Einsatz der Alkoholdehydrogenasen teilweise und je nach 
Einsatzstrategie überwunden. Eine der wichtigsten Hürden ist der Cofaktor NAD(P)H an sich. 
Für die biokatalytische Reduktion von Keto-Molekülen werden äquimolare Mengen an 
NAD(P)H benötigt. Aufgrund des hohen Preises dieses Cofaktors (ca. 40 € für 1g NADH und 
ca. 74 € für 0,1 g NADPH) ist seine Regenerierung im Reaktionssystem notwendig, um einen 
wirtschaftlichen industriellen Prozess zu entwickeln. 
Der Cofaktor kann über effiziente und kosteneffektive Verfahren u.a. substratgekoppelt oder 
enzymgekoppelt regeneriert und im System zurückgehalten werden (Kara et al., 2013). Mit der 
substratgekoppelten Cofaktorregenerierung kann beispielsweise 2-Propanol als Cosubstrat im 
äquimolaren Überschuss zu dem zu reduzierenden Keton verwendet werden. Vorteilhaft sind 
die niedrigen Kosten von 2-Propanol und die Möglichkeit, die Reaktionseinstellung in Richtung 
des Zielalkohols u.a. durch Abzug des Coproduktes (Aceton) zu beschleunigen (Abbildung 12 
A) (Goldberg et al., 2006). Die Auswahl des geeigneten Cosubstrats erfolgt je nach dem 
Reaktor- und Reaktionsdesign. Nachteilig bei der substratgekoppelten Methode ist die 
Belastung des Enzyms mit der gleichzeitigen Katalyse zweier Reaktionen, was die Effizienz 
der Zielreaktion zum chiralen Alkohol beeinträchtigt. Dazu kann die Anreicherung von Aceton 
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im System die Stabilität des Enzyms negativ beeinflussen, falls das Coprodukt nicht abgeführt 
wird (Goldberg et al., 2006). 
Die enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung läuft über ein Coenzym, das dieselbe 
Cofaktorabhängigkeit, wie das Hauptenzym aufweist (Abbildung 12 B). Bei einer NADH-
Abhängigkeit wird beispielsweise eine Formiatdehydrogenase (FDH) (meistens aus Candida 
boidinii) eingesetzt (Goldberg et al., 2007). Vorteilhaft hierbei ist u.a. die vereinfachte 
Freisetzung des Coprodukts Kohlendioxid aus dem System und die niedrigen Kosten des 
Cosubstrats Formiat (Goldberg et al., 2006). Nachteilig bei dieser Methode ist die 
eingeschränkte Effizienz des Systems u.a. durch die begrenzte Stabilität des Coenzyms 
zusätzlich zu der des eingesetzten Hauptenzyms (ADH).  
FDH
ADH
A
ADH
ADH
NAD+NAD+ NADHNADH
B
 
Abbildung 12: Schematische Darstellung zweier Regenerierungssysteme des Cofaktors NADH. A, 
substratgekoppelte Regenerierung in diesem Fall mit 2-Propanol, B, enzymgekoppelte Regenerierung mithilfe 
einer FDH. 
 
Die Polarität des Cofaktors NAD(P)H bedingt die Wasserabhängigkeit der ADH bei der 
Biotransformation. Andererseits bewirkt sie eine verbesserte Trennung des Cofaktors vom 
Produkt während der Produktisolierung. Des Weiteren bietet der Einsatz vom organisch-
wässrigen Zweiphasensystem eine verbesserte Substratlöslichkeit und idealerweise die 
Vermeidung der potentiellen Substrat- und/oder Produktinhibierung des Enzyms (de Gonzalo 
et al., 2007). Dadurch sinkt automatisch die benötigte Wassermenge als Reaktionsmedium. 
Nachteil des organisch-wässrigen Zweiphasensystems ist u.a. die potentielle Beeinträchtigung 
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der Enzymstabilität, welche durch das Einsetzen von einem Ganzzellsystem statt des isolierten 
gereinigten Enzyms vermieden werden kann (Wachtmeister und Rother, 2016). In Tabelle 1.1 
sind Beispiele für die industriellen Synthese von enantiomerenreinen und pharmazeutisch 
relevanten Alkoholverbindungen mittels isolierter Enzyme zu sehen. Ersichtlich aus Tabelle 
1.1 ist die hohe Enantioselektivität bei allen Produkten von >99% und eine 
Mindestsubstratkonzentration von 78 g L-1.  
Tabelle 1.1: Beispiele zur Feinchemikalienherstellung aromatischer Verbindungen mittels rekombinanter Enzyme 
für die pharmazeutische Wirkstoffsynthese.  
Diese entwickelten Alkoholdehydrogenasen sind sowohl in akademischen als auch in 
industriellen Institutionen in Nutzung. Sie zeigen das hohe Potential der 
Alkoholdehydrogenasen für die Erfüllung der hohen Ansprüche der heutigen pharmazeutischen 
Standards.  
Produkt Herkunft Produktions-
angaben 
Intermediat 
für Wirkstoff  
Unternehmen Referenz 
 
Mutierte 
Ketoreduktase 
von Codexis 
86 g L-1 
86% Ausbeute 
ee > 99% 
Duloxetin  Codexis Inc. Savile et al., 
2010,  
 
Aromatoleum 
aromaticum  
EbN1 
100-1000 kg  
Batch-
Maßstab 
l-
Phenylephrin 
Minden 
Siegfried AG 
Breuer et 
al., 2010, 
Buller et al., 
2018 
 
Rekombinante 
Ketoreduktase 
100 g L-1 
90% Ausbeute 
ee > 99% 
Intermediat 
für 1,2-
Aminoalkohol 
Dr. Reddy’s, 
Chirotech 
Sutton et al., 
2012 
 
Rhodococcus  
 erythropolis 
25 kg 
98% Umsatz 
ee > 99% 
Rezeptor K-1 
Antagonist 
Merck & Co. 
Inc. 
Pollard, und 
Woodley, 
2007 
 
Candida maris  91,5 g L-1 
89,5% 
ee > 99% 
HIV Reverse-
Transkriptase 
Inhibitor 
Kaneka Inc. Kawano et 
al., 2003 
 
Rhodococcus 
erythropolis 
78 g L-1 
95% Umsatz 
ee > 99% 
 
Inhibitor von 
Histon 
Deacetylase 
Evonik 
Degussa 
GmbH 
Gröger et 
al., 2006 
 
Lactobacillus kefir 156 g L-1 
91% Ausbeute 
ee > 99% 
Niacin 
Rezeptor 
Agonist  
Evonik 
Degussa 
GmbH 
Gröger et 
al., 2006 
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1.5 Wege zu neuen Biokatalysatoren 
Wie oben erwähnt, liegt eine der großen Hürden auf dem Weg zum industriellen Einsatz der 
Biokatalyse oft in der Verfügbarkeit passender Biokatalysatoren. Vorhandene Strategien zur 
Entdeckung neuer Enzyme bzw. Entwicklung vorhandener Enzyme sind u.a. folgende (Kaul 
und Asano, 2012, Davids et al., 2013). 
1.5.1 Screening nach Enzymen aus Naturproben oder aus Stammsammlungen 
 Mikroorganismen werden unter bestimmten Bedingungen (pH-Wert, Temperatur, Medium) 
kultiviert, um sie auf dem Zielsubstrat anzureichern. Die Anreicherung der Mikroorganismen 
erfolgt meistens über die Zugabe bestimmter Nährstoffe und/oder mittels selektierender 
Kultivierungsbedingungen, sodass nur ein Mikroorganismus wachsen kann. Das Medium kann 
je nach Anreicherungsmethode flüssig oder fest sein (Poelarends et al., 2000, Bradshaw et al., 
1992, Shah et al., 2008). Flüchtige Substrate (z. B. Styrol) können über die Gasphase zugegeben 
werden (Hartmans et al., 1990). Die erzielte Enzymaktivität kann anschließend über analytische 
Verfahren detektiert werden. Das Zielenzym wird entweder über klassische Proteinreinigung 
isoliert und mittels Proteinfingerprints identifiziert oder anhand Genommining, mittels BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) Recherche detektiert. Alternativ kann das aktivierte 
Gencluster über eine Transkriptomanalyse detektiert werden. Nachteile bei beiden Methoden 
ist das limitierte Wachstum der Mikroorganismen unter den Versuchsbedingungen. Außerdem 
ist geschätzt nur 1% aller Bodenbakterien unter Laborbedingungen kultivierbar (Amann et al., 
1995, Torsvik et al., 2002). Zudem kommt es bei der Anreicherungsmethode auf die Stabilität 
der Substrate im Kultivierungsmedium an, sodass kein abiotischer Abbau auftritt und eine 
falsch positive Anreicherung durchgeführt wird. Der Vorteil dieser Strategie ist jedoch, dass sie 
die enorme Biodiversität in vielen Habitaten abdecken kann. Dazu können mehrere Gene aus 
dem aktiven metabolischen Gencluster gleichzeitig entdeckt werden. Hinzu liefert diese 
Methode neues Wissen zu bisher unbekannten Stoffwechselwegen und Enzymfunktionalitäten. 
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Mittels Anreicherungskulturen, welche auf 1-Phenyl-1,2-ethandiol kultiviert wurden, konnte 
beispielsweise die Alkoholdehydrogenase (PED) aus Pseudomonas sp., welche (S)-PAC durch 
die Reduktion von PPD erzeugen kann, isoliert werden (Bradshaw et al., 1992).  
1.5.2 Screening nach enzymatischen Aktivitäten aus dem Metagenom 
Mittels Metagenomics kann das Problem der Unkultvierbarkeit von einigen Bodenbakterien 
umgangen werden (Lorenz et al., 2002, Rajendhran und Gunasekaran, 2008). Die 
Kompatibilität der Proteinexpressionssysteme zwischen dem Wirtsmikroorganismus und dem 
isolierten Gen ist eine der Limitierungen dieser Methode. Alternativ können Zielgene aus dem 
Metagenom mit Hilfe eines degenerierten Primer-Satzes isoliert werden (Verseck et al., 2005). 
Anhand dieser Methode wurde eine Reihe von industrierelevanten Nitril-Hydratasen isoliert 
(Liebeton und Eck, 2004).  
1.5.3 Genommining innerhalb vorhandener Datenbanken nach dem Zielgen  
Anhand bioinformatischer Tools können potentielle Gene und Zielenzyme in DNA-
Datenbanken wie National Center for Bioinformatic Information (NCBI) gesucht werden. 
Problematisch hierbei sind die intensiven Laborschritte bei der Isolierung der ausgewählten 
Gene bis zur löslichen Proteinproduktion. Nicht selten resultieren daraus schlechte 
Enantioselektivitäten. Vorteilhaft ist das gezielte Genommining in z. B. thermophilen 
Mikroorganismen, welche Enzyme mit höheren Stabilitäten aufweisen (Rhee et al., 2005, Ren 
et al., 2015). 
1.5.4 Proteinengineering bekannter Biokatalysatoren 
Proteinengineering ist ein modernes und lukratives Verfahren zur Verbesserung limitierender 
katalytischer und struktureller Eigenschaften bekannter Enzyme, welche normalerweise über 
die oben genannten Methoden isoliert wurden (Bornscheuer et al., 2012). Beim 
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strukturbasierten rationalen Proteindesign ist allerdings ein fundiertes Know-How zum 
Funktionsmechanismus und zur Struktur notwendig, um das Protein maßgeschneidert neu zu 
designen. Ein detailliertes Wissen zur Proteinstruktur fehlt bei den meisten Proteinen, was diese 
Methode limitiert (Kaul und Asano, 2012). Andererseits können anhand der gerichteten 
Evolution und einem Screening-Assay verbesserte Mutanten erzielt werden (Romero und 
Arnold, 2009, Arnold, 2018).  
Zusammenfassend haben alle geschilderten Methoden zur Isolierung unbekannter 
Biokatalysatoren oder zur Biokatalysatorentwicklung ihre eigenen Vor- und Nachteile. Die 
Entscheidung, welche Methode am geeignetsten ist, sollte individuell getroffen werden. 
Diese Arbeit beschäftigt sich sowohl mit dem biologischen Abbau von Ephedrin-Isomeren als 
auch mit dem Aufbau von Schlüsselintermediaten zu Ephedrin-Isomeren, weshalb sich die 
Isolierung von Enzymen aus Naturquellen über Anreicherungskulturen für das Erreichen des 
genannten Ziels hervorragend eignet.  
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1.6 Problemstellung und Zielsetzung 
(+)-Pseudoephedrin und sein Diastereomer (‒)-Ephedrin sind pharmazeutisch aktive 
Wirkstoffe, welche in mehr als 70 OTC (Over the counter) Kombi-Präparaten enthalten sind. 
Diese pharmazeutisch aktiven Stoffe wirken anregend auf das Zentralnervensystem und 
erhöhen den Blutdruck sowie den Grundmetabolismus im Körper. Ihre Wirkungsweise basiert 
auf der Ausschüttung von Neurotransmittern wie Adrenalin, während gleichzeitig die 
Stresshormon-abbauenden Monoaminooxidasen inhibiert werden (Zimmerman und Cahalan, 
2013). Zusätzlich wirken sie als nichtselektive Agonisten auf die α- und β-Adrenozeptoren 
(Bird et al., 1984).  
Sie werden aufwendig und ressourcenintensiv unter Einsatz einer langen Reihe 
umweltschädlicher und gesundheitsschädigender Chemikalien hergestellt. Hierbei stößt die 
Industrie mit ihren klassisch chemischen Herstellungsverfahren immer mehr an ihre 
technologischen und ökonomischen Machbarkeitsgrenzen. Die eingesetzte Hefefermentation 
zur Gewinnung von (R)-PAC als Vorläufer von (‒)-Ephedrin ist durch die Erzeugung von 
unterschiedlichen Nebenprodukten limitiert. Zudem gibt es noch keine verfügbare Synthese 
von (S)-PAC als Vorstufe von (+)-Pseudoephedrin ohne die Generierung unerwünschter 
Nebenprodukte. Die Biokatalyse bietet in Form von Alkoholdehydrogenasen eine grüne 
Alternative. Obwohl in der Natur per se ein nahezu unerschöpfliches Angebot an 
enzymatischen „Werkzeugen“ vorhanden ist, sind bis jetzt noch keine Enzyme verfügbar, 
welche das aromatische α-Diketon PPD stereoselektiv zum (R)-PAC und/oder (S)-PAC 
umsetzen können. Mit der heutigen Technik, z. B. mithilfe der Kombination von 
Peptidsequenzmassenfingerprint und rationalem Genommining, ist die Identifizierung neuer 
Enzyme einfacher als beispielsweise vor dreißig Jahren. 
Auf der anderen Seite besitzen diese pharmazeutischen Moleküle einen interessanten 
Umweltaspekt, da 98% vom aufgenommenen (+)-Pseudoephedrin sowie 70% von (‒)-Ephedrin 
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bei Säugetieren unverändert über die Niere ausgeschieden werden (Wilkinson und Beckett, 
1968, Welling et al., 1971, Lai et al., 1979, Sever et al., 1975, Brater et al., 1980, Inoue et al., 
1990). Die jährliche Exportmenge von (+)-Pseudoephedrin und (‒)-Ephedrin beträgt 
durchschnittlich mehr als 1000 Tonnen (INCSR, 2019). Enorme Massen dieser Wirkstoffe 
landen also letztendlich in den Abwasserkläranlagen. Es wurde jedoch berichtet, dass diese den 
Abbau dieser Moleküle nicht zu 100% leisten. Folglich wurden bereits (+)-Pseudoephedrin und 
(‒)-Ephedrin in Wasserproben, Abwasserschlamm, Flusssedimenten und sogar in Gebieten der 
Antarktis nachgewiesen. (+)-Pseudoephedrin wurde in Sickerwasser in 19 Deponien in den 
USA detektiert (Masoner et al., 2014) und kürzlich als „Emerging Contaminants“ 
(Auftauchende Kontaminanten) deklariert (Petrie et al., 2015, Yang et al., 2015, González-
Alonso et al., 2017, Archer et al., 2017). Bei Modellorganismen, wie beispielsweise Daphnia 
magna, verursacht (+)-Pseudoephedrin bereits in geringen Konzentrationen von 7,32 mg L-1 
cytotoxische Effekte (Guo et al., 2016). Bis heute sind keine bakteriellen Stämme, welche in 
der Lage sind Ephedrin-Isomere abzubauen, verfügbar. Solche Stämme könnten jedoch in 
belasteten Abwasserkläranlagen unterstützend bei der Eliminierung dieser Moleküle agieren.  
Interessanterweise wurde von dem bakteriellen Abbau von (‒)-Ephedrin durch einen darauf 
isolierten Stamm Arthrobacter globiformis berichtet. Dieser Abbau erfolgt mittels der 
Oxidation der Amin-Bindung, wobei (R)-PAC als Abbaustufe entsteht (Klamann et al., 1976). 
Weder dieser Stamm noch das oxidierende Enzym konnten bis jetzt isoliert bzw. identifiziert 
werden, weshalb Ephedrin-oxidierende Enzyme der Wissenschaft bis jetzt noch nicht bekannt 
sind.  
Neue Enzyme, die eine strikt biotechnologische stereoselektive Herstellung von chiralen 
Feinchemikalien ermöglichen, könnten hier neue Wege zu Effizienz und Ressourcenersparnis 
in der pharmazeutischen Industrie eröffnen.  
Dass die Feinchemikalienindustrie bzw. die Wirtschaft zusammen mit der Umwelt in Einklang 
nachhaltig fungieren, ist das Konzept und die Motivation der vorliegenden Arbeit. Dieses 
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Konzept (Abbildung 1.12) dient nicht nur der enantioselektiven Synthese von 
Feinchemikalien, sondern liefert auch für das Ökosystem die beste Lösung gegen die 
Akkumulation von industriell hergestellten Wirkstoffen im Stoffkreislauf. Neu entwickelte 
Enzyme sollen sowohl in der industriellen Produktion als auch in der Verwertung von 
Produktionsabfällen eingesetzt werden. Diese Enzyme bzw. Stämme erweitern die Toolbox zur 
Abwasserbehandlung bzw. zur Rezyklierung schwer degradierbarer Stoffe. 
 
Abbildung 1.12: Schematische Darstellung einer Vision, in der natürliche Ressourcen nutzbar gemacht werden, 
um neue Stämme bzw. Enzyme zu isolieren bzw. zu generieren. Die erzeugten Stämme und Enzyme können als 
Folge dieser Arbeit in Zukunft sowohl bei der stereoselektiven Biokatalyse von chiralen Intermediaten zur 
Feinchemikalienherstellung als auch bei der Eliminierung dieser Wirkstoffe aus der Umwelt fungieren. 
 
Entsprechend dieses Konzepts lassen sich die Ziele dieser Arbeit ableiten. Zuerst soll ein 
Stamm aus Naturproben isoliert werden, welcher Ephedrin-Isomere als einzige 
Kohlenstoffquelle metabolisieren kann. Die Kulturanreicherung soll auf der oxidativen 
Aktivität mit (‒)-Ephedrin und (+)-Pseudoephedrin mittels NAD+ als Oxidationsmittel 
erfolgen. Die einleitenden metabolischen Schritte zum Abbau dieser Moleküle sollen aufgeklärt 
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werden. Der Einfluss der Isomerie von Ephedrin auf den (Pseudo-)Ephedrin-Abbau, sowie auf 
das Kulturwachstum sollen untersucht werden. Schließlich sollen die neuen Enzyme zur 
Oxidation dieser Isomere identifiziert, aus dem Wildtyp isoliert und in E. coli rekombinant 
exprimiert werden. 
Danach werden die isolierten Enzyme biochemisch charakterisiert und das Substratspektrum 
u.a. unter Berücksichtigung entstandener Metabolite beim Ephedrin-Abbau bestimmt. Zudem 
soll, wenn möglich, die 3D-Struktur der neuen Enzyme mithilfe von Röntgenkristallographie 
aufgeklärt werden. 
Im letzten Schritt soll die Effektivität und Stabilität der Enzyme überprüft sowie deren 
Verhalten im organisch-wässrigen Zweiphasensystem unter gleichzeitiger 
Cofaktorregenerierung untersucht werden. 
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2 MATERIALIEN UND METHODEN 
2.1 Geräte 
2.1.1 Allgemeine Geräte 
Inkubationsschüttler INFORS GmbH, DE 
BIOSTAT® B Plus Sartorius AG, DE 
Tischzentrifuge Sigma Laborzentrifugen GmbH, DE 
Tischzentrifuge Eppendorf GmbH, DE 
High-speed Zentrifuge Avanti J-26S Beckman Coulter Inc., US 
Ultraschallgerät Sartorius AG, DE 
French-Press-Anlage FA-078 w  SLM-Aminco, US 
Zell-Homogenizer FastPrep FB120 Thermo SavantTM, Ireland 
Gefriertrockner Martin Christ GmbH, DE 
PCR-Eppendorf® Mastercycler Eppendorf GmbH, DE 
Elektrophorese Kasten (SDS-PAGE) SERVA Electrophoresis GmbH, DE 
Elektrophorese Kammer (EC320) Thermo SavantTM, IE 
2.1.2 Geräte zur Produktsynthese 
Überkopfschüttler, SB3 Stuart Ltd, UK 
Rotationsverdampfer Heidolph GmbH & Co. KG, DE 
SpeedVac Konzentrator RVC 2-18 Martin Christ GmbH, DE 
Vakuummembranpumpe MZ 2C NT Vcuubrand GmbH & Co. KG, DE 
Thermomixer  Eppendorf GmbH, DE 
pH-Messgerät WTW 1F10-220 Inolab Cole-Parmer GmbH, DE 
Feinwaage 770 Kern & Sohn GmbH, DE 
2.1.3 Analytische Messgeräte 
Spektrophotometer, DR3900 Hach Lange GmbH, DE 
Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer Agilent Technologies, Santa Clara, US 
Tecan infinite m200 Tecan, Maennedorf, CH 
ÄKTA FPLC-System 
 
GE Healthcare, UK 
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HPLC- System Knauer GmbH, DE 
GC- System 2010-Plus Agilent Technologies, US 
GC- System 6890N Network Agilent Technologies, US 
HP 5973N Massenspektrometer Agilent Technologies, US 
400 MHz, NMR Spektrometer Bruker EPR Technology, US 
Polarimeter 343 PerkinElmer Inc., US 
NanoDrop Spektrophotometer ND-1000 ThermoFisher Scientific, US 
Gel-Dokumentationsanlage Biostep GmbH, DE 
2.2 Chromatographiesäulen 
HPLC-Säule / CHIRALPAK IB 4,6×250 
mm 
Daicel Europa GmbH, DE 
GC-Säule / CycloSil-B 30 m, ID 0,25 mm, 
Filmdecke 0,25 µm 
Agilent Technologies, US 
FBLC-Säulen, 1-mL ResourceTM Phe, 1-
mL ResourceTM Q, 5-mL Histrap FF 
GE Healthcare, UK 
Entsalzungssäulen PD-10, Sephadex GE Healthcare, UK 
2.3 Molekulare biotechnologische Kits 
Invisorb® Spin DNA Isolierung Kit Stratec AG, DE 
Invisorb® Fragment CleanUp Stratec AG, DE 
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Stratec AG, DE 
PureLink RNA Mini Kit ThermoFisher Scientific, US 
Serva nativ Marker SERVA Electrophoresis GmbH, DE 
molekular Protein Marker ColorPlus™  New England Biolabs 
MassRuler DNA Leiter ThermoFisher Scientific, US 
Bradford-Reagenz Roti®-Nanoquant Carl Roth GmbH, DE  
Pierce™ BCA Protein Assay Kit ThermoFisher Scientific, US 
T4-Ligase New England Biolabs GmbH, DE 
RedSafeTM  Hiss Diagnostics GmbH, DE 
NdeI New England Biolabs GmbH, DE 
XhoI New England Biolabs GmbH, DE 
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BamHI New England Biolabs GmbH, DE 
Phusion DNA-Polymerase  New England Biolabs GmbH, DE 
Taq DNA-Polymerase ThermoFisher Scientific, US 
2.4 Chemikalien 
2.4.1 Mediensalze und Pufferbestandteile 
Trypton/Pepton aus Casein, granuliert Carl Roth GmbH, DE 
Hefextrakt, mikrogranuliert Carl Roth GmbH, DE 
Zinkchlorid Riedel-deHaen 
Bis-Tris Fluka Analytical, DE 
Borsäure Carl Roth GmbH, DE 
Calciumchlorid-dihydrat Fluka Chemika, DE 
Citronensäure Carl Roth GmbH, DE 
Eisen(II)chlorid-tetrahydrat Merck KGaA, DE 
Eisessig Carl Roth GmbH, DE 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH, DE 
TEA pure AppliChem GmbH, DE 
Natriumhydroxid  Carl Roth GmbH, DE 
Glycerin Carl Roth GmbH, DE 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth GmbH, DE 
Tris-hydrochlorid Carl Roth GmbH, DE 
Natriummolybdat-dihydrat Merck Millipore Ltd, IE  
Dikaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH, DE  
Natriumchlorid Carl Roth GmbH, DE  
Natrium Pyrophosphat Merck KGaA, DE 
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH, DE 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH, DE 
Kupfersulfat-pentahydrat Carl Roth GmbH, DE  
Magnesiumchlorid-hexahydrat Carl Roth GmbH, DE 
Magnesiumsulfat-heptahydrat Carl Roth GmbH, DE 
Mangansulfat-monohydrat VEB Laborchemie Apolda, DE 
Kanamycin Sulfat Merck KGaA, DE 
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Ampicillin Natriumsalz Merck KGaA, DE 
IPTG Carl Roth GmbH, DE 
Lysozym Merck KGaA, DE 
DNaseI AppliChem GmbH, DE 
RNase-A ThermoFisher Scientific, US 
Proteinkinase K ThermoFisher Scientific, US 
2.4.2 Substrate zur Biokatalyse 
1-Phenyl-1,2-propandion Merck KGaA, DE 
(‒)-(R,S)-Ephedrin Base oder  HCl Merck KGaA, DE 
(‒)-(R,R)-Pseudoephedrin Base oder  HCl Merck KGaA, DE 
(+)-(S,R)-Ephedrin Base Merck KGaA, DE 
(+)-(S,S)-Pseudoephedrin Base Merck KGaA, DE 
Methyl-oxo(phenyl)acetat Merck KGaA, DE 
1-Phenyl-1-propanon Zentrale Chemikalien Ausgabe (TUD) 
1-Phenyl-1,3-butandion Merck KGaA, DE 
2-Bromoacetophenon Merck KGaA, DE 
2-Chloroacetophenon Merck KGaA, DE 
3-Chloropropiophenon Merck KGaA, DE 
2-Aminoacetophenon Merck KGaA, DE 
Phenylglyoxal Merck KGaA, DE 
Phenyl-2-pyridinylmethanon Merck KGaA, DE 
(4-Chlorophenyl)-2-pyridinylmethanon Merck KGaA, DE 
Benzil Alfa Aesar, UK 
4,4′-Difluorobenzil Merck KGaA, DE 
2,2′-Dichlorobenzil Merck KGaA, DE 
4,4′-Dimethylbenzil Merck KGaA, DE 
4-Chlorobenzil abcr GmbH, DE 
2,2'-Furil Alfa Aesar, UK 
2,2'-Thenil Merck KGaA, DE 
2-Thenoylacetonitril Merck KGaA, DE 
Isatin Merck KGaA, DE 
2-, Chloro-1-phenyl-1-propanon Merck KGaA, DE 
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2-Bromo-1-(3-chlorophenyl)-1-propanon Merck KGaA, DE 
Ethyl 2-chlorobenzoylacetat abcr GmbH, DE 
1,2-Indandion Merck KGaA, DE 
1,2-Naphthoquinon Merck KGaA, DE 
NAD+ Carl Roth GmbH, DE 
NADH-Dinatriumsalz Carl Roth GmbH, DE 
NADP+ Carl Roth GmbH, DE 
NADPH-Dinatriumsalz Carl Roth GmbH, DE 
FAD-Dinatriumsalz Merck KGaA, DE 
2.4.3 Organische Lösungsmittel 
2-Propanol für HPLC  VWR GmbH, DE 
n-Hexan für HPLC VWR GmbH, DE 
n-Decan Merck KGaA, DE 
1-Hexanol Merck KGaA, DE 
1-Decanol Merck KGaA, DE 
Methyl-tert-butylether Carl Roth GmbH, DE 
2-Methyltetrahydrofuran Carl Roth GmbH, DE 
Cyclopentylmethylether Carl Roth GmbH, DE 
Methanol Merck KGaA, DE 
Ethanol Merck Millipore Ltd, IE 
Ethylacetat Carl Roth GmbH, DE 
2.4.4 PAGE- und Proteinanalytik 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH, DE 
Imidazol Carl Roth GmbH, DE 
SDS, ultrapure Carl Roth GmbH, DE 
Ammoniumperoxodisulfat Merck KGaA, DE 
TEMED Carl Roth GmbH, DE 
Coomassie Brillant Blau R-250 Carl Roth GmbH, DE 
Rinderserumalbumin (IgG-frei) Merck KGaA, DE 
Nitroblautetrazoliumchlorid Merck KGaA, DE 
N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin (Tricin) Merck KGaA, DE 
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6-Aminohexansäure Merck KGaA, DE 
MilliporeSigma™ Amicon 30 und 100 kDa ThermoFisher Scientific, US 
2.5 Stämme 
Es wurden zwei E. coli Stämme und drei Wildtyp Stämme aus Arthrobacter Genus verwendet. 
(Tabelle 2.1) 
 
Tabelle 2.1: Eingesetzte GVO- und Wildtyp-Stämme.  
GVO-Stämme Genotype 
E. coli DH5α fhuA2 lac(del)U169 phoA glnV44 Φ80' 
lacZ(del)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 
hsdR17 
E. coli SHuffle® T7 Express (DE3)  fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT ahpC gal 
λatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacIq) ΔtrxB 
sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 
[dcm] R(zgb-210::Tn10 --TetS) endA1 Δgor 
∆(mcrC-mrr)114::IS10  
 
E. coli Stämme wurden von New England Biolabs GmbH (DE) bezogen. 
 
Wildtyp Stämme DSM Nummer 
Arthrobacter globiformis  (DSM 20124) 
Arthrobacter oxydans  (DSM 6612) 
Arthrobacter aurescens (DSM 20116) 
Wildtyp Stämme wurden vom Leibniz-Institut DSMZ GmbH erworben. 
2.6 Oligonukleotide und Plasmide 
Die verwendeten Oligonukleotide für die Sequenzierung von 16S DNA und der klonierten Gene 
sowie zur Klonierung der Zielgene sind der Tabelle 2.2 zu entnehmen. 
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Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotide zur Sequenzierung und Klonierung von Genfragmenten. 
Oligonukleo
tid-
bezeichnung 
Sequenz 
(Restriktionsseiten sind unterstrichen) 
Restriktions-
enzyme 
Plasmid Sequenzierung 
peT19_T7_fdw   TAATACGACTCACTATAGGG  
peT19_T7_rev   GCTAGTTATTGCTCAGCGG  
Duet1_T7_fdw   ATGCGTCCGGCGTAGA  
Duet1_T7_rev   GATTATGCGGCCGTGTACAA  
Duet2_T7_fwd   TTGTACACGGCCGCATAATC  
Duet2_T7_rev   GCTAGTTATTGCTCAGCGG  
16S rRNA Sequenzierung  
16SV3_fwd CCAGACTCCTACGGGAGGCAG   
16SV6_rev ACATTTCACAACACGAGCTGACGA   
16SV1_fwd CAACGGAGAGTTTGATCCTGGC   
16SV9_rev  AGGAGGTGATCCAGCCGCA  
Restriktion-Ligations Klonierung 
PseDH_19_fwd AATTCCATATGATCAATATGCGAAACAG NdeI 
PseDH_19_red  AATATCTCGAGTTAGTTGACGAGAGCGG XhoI 
EDH_19_fwd   AATTCCATATGCTGGTTGAAGGAAAAAACG NdeI 
EDH_19_rev    AATATCTCGAGTCAGAAAGCCGAGTATCC XhoI 
ACAD_19_fwd AATTCCATATGTCCAGCCAAAAATATGGTTCC NdeI 
ACAD_19_ref  AATATGGATCCCTAGACACCAACGGGATC BamHI 
Fre_19_fwd   AATTCCATATGTGGAGCCCGACCGTTC NdeI 
Fre_19_ref AATATGGATCCTTAGCCGGTGGTAGTCGC BamHI 
Gibson- Klonierung 
Vec_PseDH_fwd CTTTAAGAAGGAGATATACCATGATCAATATGCG
AAACAGGGTCG 
 
Vec_PseDH_rev AAGCTTGTCGACCTGCAGTTAGTTGACGAGAGCG
GGGGTC 
 
Vec_EDH_fwd CTTTAAGAAGGAGATATACCATGCTGGTTGAAGG
AAAAAACG 
 
Vec_EDH_rev AAGCTTGTCGACCTGCAGTCAGAAAGCCGAGTAT
CCAGCGTC 
 
PsEDH_Vec_fwd CTGCAGGTCGACAAGCTTG  
PsEDH_Vec_rev CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC  
Vec_FDH_fwd AGTATAAGAAGGAGATATACATATGAAGATTGTC
TTAGTTCTTT 
 
Vec_FDH_rev GTTTCTTTACCAGACTCGAGCTATTTCTTATCGTGT
TTAC 
 
FDH_Vec_fwd CGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTG  
FDH_Vec_rev CATATGTATATCTCCTTCTTATACTTAACTAATATA
CTAAGATGG 
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In dieser Arbeit wurde das Plasmid pET-19a für die Klonierung der Ziel-Gene der isolierten 
PseDH, EDH, ACAD, und fre sowie des synthetischen Gens der FDH verwendet. Der pET-
Duet-1 Vektor wurde für die Klonierung und die Co-Expression von jeweils (EDH-FDH) und 
(PseDH-FDH) genutzt. Das Gen für FDH liegt abwärts der Leserichtung nach den jeweiligen 
ADH.  
2.7 Medien 
2.7.1 Komplexmedien 
Die eingesetzten Komplex-Medien wurden für 20 min bei 120 °C autoklaviert. Der pH-Wert 
von allen Medien wurde auf 7,0 vor der Autoklavierung eingestellt. Die eingesetzte Agar-
Konzentration beträgt 15 g L-1. In Tabelle 2.3 ist die Zusammensetzung der eingesetzten 
Komplexmedien dargestellt.  
Tabelle 2.3: Eingesetzte Komplexmedien, mit den jeweiligen Komponenten. 
Medium  Endkonzentration in 1 L VE-Wasser 
Komponente Medium  
Hefeextrakt 5 g L-1 
Trypton/Pepton 10 g L-1 
NaCl 5 g L-1 
Glukose  5 g L-1 
Komponente LB-Medium  
Hefeextrakt 5 g L-1 
Trypton/Pepton 10 g L-1 
NaCl 10 g L-1 
Komponente TB-Medium  
Hefeextrakt 24 g L-1 
Trypton/Pepton 12 g L-1 
Glycerol 4 g L-1 
K2HPO4 0,72 M  
KH2PO4 0,17 M  
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Komponente SOC-Medium  
Hefeextrakt 5 g L-1 
Trypton/Pepton 20 g L-1 
NaCl 0,58 g L-1 
KCl 0,19 g L-1 
MgCl2 . 6 H2O 2,0 g L-1 
MgSO4 . 7 H2O 2,5 g L-1 
Glukose 3,6 g L-1 
 
Das von DSMZ empfohlene Komplex-Medium 53 wurde zur Anzucht der erworbenen 
Arthrobacter Spezies verwendet. LB-Medium wurde für die allgemeine Anzucht der 
verwendeten Stämme verwendet. Das SOC-Medium wurde für die Plasmid-Transformation in 
die kompetenten E. coli Zellen eingesetzt. TB-Medium wurde für die Proteinherstellung bzw. 
die rekombinante Proteinexpression verwendet. 
2.7.2 Minimalsalzmedium  
Das Minimalmedium wurde für die Anreicherung von Bodenbakterien bzw. für weitere 
Untersuchungen des Stammes Arthrobacter sp. TS-15 eingesetzt. Nach Autoklavierung und 
Abkühlung des Minimalmediums wurden die Spurenelemente zugegeben. Für die 
Anreicherung auf festem Minimalmedium wurden 5 g L-1 Agar verwendet (Tabelle 2.4).  
Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Minimalsalzmediums mit den Spurenelementen. 
Komponente Summenformel Molarität 
(mM) 
Endkonzentration   
(g in 1 L VE-Wasser) 
Minimalmedium     
Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4 5,74 1 g L-1 
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 3,67 0,5 g L-1 
Magnesiumsulfat-
heptahydrat 
MgSO4 · 7 H2O 0,04 0,1 g L-1 
Natriumchlorid NaCl 1,71 0,1 g L-1 
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Ammoniumsulfat (NH4)2SO4 7,56 1 g L-1 
Spurenelemente  0,012 1 ml L-1 
Spurenelemente-Lösung    
Borsäure H3BO3 8,08 0,5 g L-1 
Kupfersulfat Pentahydrat CuSO4 · 5 H2O 0,01 0,04 g L-1 
Kaliumiodid KI 0,06 0,1 g L-1 
Eisen(III)-chlorid 
Hexahydrat 
FeCl3· 6 H2O 1,1 0,33 g L-1 
Mangansulfat MnSO4 1,44 0,21g L-1 
Ammoniumheptamolybdat (NH4)6Mo7O244H2O 0,01 0,2 g L-1 
Zinksulfat Heptahydrat ZnSO4 · 7 H2O 1,39 0,4 g L-1 
2.8 Mikrobiologische Methoden 
2.8.1 Arthrobacter sp. TS-15 Stammisolierung 
200 mg von jeder Bodenprobe wurden mit 10 mL des Minimalmediums verdünnt und bei 500 
xg sedimentiert. Der Überstand wurde abgezogen und auf Eis gelegt. Anschließend wurden 
jeweils 1 mL vom Überstand in 9 mL Minimalmedium, welches 10 mM (‒)-Ephedrin enthält, 
gegeben. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 30 °C und 180 rpm. Nach ca. 4 Tagen wurde 
ein mikrobielles Wachstum in 5 der 50 Proben festgestellt. Bei allen initialen Anreicherungen 
wurden Zellextrakte photometrisch auf initiale oxidative Aktivität nach Zugabe von NAD+ als 
Oxidationsmittel getestet (siehe Reaktionsassay).  
Eine der wachsenden Proben wurde für die Stammisolierung, deren Zellextrakt die höchste 
oxidative Aktivität gegenüber (‒)-Ephedrin zeigte, ausgewählt. Das GC-Chromatogramm 
wurde von allen Proben aufgenommen und zeigt das gleiche Profil der Peaks. 
Die ausgewählte Probe stammt aus der Nähe vom Institut in der oberen Bodenschicht unter 
einem Lindenbaum. Es wurde eine Verdünnungsreihe von dieser Probe durchgeführt, um die 
isolierten Mikroorganismen anzureichern. Nach 24h wurde die letzte wachsende Kultur bei der 
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letzten Verdünnung genutzt, um damit die Agarplatten mit dem gleichen Medium 
auszustreichen. Nach 48h konnten weiße bis weißgelbliche Kolonien detektiert werden. 
Anschließend wurde eine einzelne Kolonie gepickt und erneut in 5 mL Medium inokuliert. 
Daraus wurden Kryokulturen (1-2 mL Maßstab) für die Stammlagerung bei -80 °C erstellt.  
2.8.2 Kultivierung von Arthrobacter sp. TS-15 
Die Zellen des isolierten Stammes wurden bei 30 °C unter Schütteln bei 180 rpm kultiviert. 
Dem Medium wurden 3 mM Pyrophosphat und 30 mg L-1 Kanamycin zugegeben. Für 
Experimente zur Untersuchung des Effekts der Isomerie des Ephedrins auf das Kulturwachstum 
und die Biodegradierung, wurden 5 mM des entsprechenden Isomers eingesetzt. Das 
Kulturvolumen betrug 50 mL in 300 mL pro Kolben. Es zeigte sich, dass die Vorkulturen bei 
leichterem Schütteln besser wachsen, weshalb sie bei max. 50 rpm und 30 °C über Nacht 
kultiviert wurden. Für Experimente zur Proteinanreicherung in dem Wildtyp Stamm TS-15 
wurde 1 L 10 mM (+)-Pseudoephedrin enthaltenes Minimalmedium in 2,0 L Rührkesselreaktor 
mit einer Vorkultur bis zu einer Start-OD600 von 0,06 inokuliert. Die Kultivierungsbedingungen 
wurden bei 30 °C, einer Begasung mit 0,5 L min-1 steril-filtrierter Luft und einer initialen 
Rührgeschwindigkeit von 200 rpm eingestellt. Der pH-Wert des Mediums wurde mittels 
automatischer Zugabe von 10 % (v/v) Ammoniak bzw. 5 % (v/v) Phosphorsäure auf 7,0±0,1 
eingestellt. Der Sauerstoffpartialdruck pO2 wurde anhand automatischer Anpassung der 
Rührerdrehzahl auf einen Wert von 30 % eingestellt. 
2.8.3 Kultivierung von E. coli Stämmen 
Die Medien für die Vorkulturen wurden mit den Kryokulturen inokuliert. Es wurden für die 
Vorkulturen zwischen 5-20 mL LB oder TB Komplex-Medium eingesetzt. Zum Erhalt der 
Plasmide sowie für den Schutz vor Kontamination wurde Ampicillin mit einer 
Endkonzentration von 50 mg L-1 zugegeben. Die Inkubationstemperaturen für E. coli DH5α 
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und E. coli T7 SHuffle wurden bei jeweils 37° C und 30 °C festgelegt. Sie wurden unter diesen 
Bedingungen und bei Schütteln mit 220 rpm für ca. 17h kultiviert.  
Die über Nacht wachsenden Vorkulturen wurden für die Inokulation der Hauptkulturen 
verwendet, welche eine Start OD600 von 0,05 hatten. Die Hauptkulturen wurden unter gleichen 
Bedingungen wie die entsprechenden Vorkulturen (Selektionsmarker Ampicillin 50 mg L-1, 37 
°C für DH5 α bzw. 30°C für T7 SHuffle und 220 rpm) kultiviert.  
Die E. coli DH5α Kulturen wurden für die Präparation von pET19 oder pETDuet Plasmiden 
verwendet. Die Kultivierung der Hauptkultur der E. coli DH5α Stämme wurde nach 17 h 
gestoppt. Die anderen Stämme von E. coli T7 SHuffle wurden für die rekombinante 
Proteinexpression eingesetzt. 
2.8.4 Rekombinante Proteinsynthese 
Für die Proteinexpression wurden 500 mL TB-Medium in 3 L Kolben verwendet. Die 
Kultivierungsbedingungen vor der Induktion sind oben erwähnt. Beim Erreichen einer OD600 
zwischen 0,8-1,0 wurden die Kulturen für 30 min bei 4 °C gelagert. In der Zwischenzeit wurde 
die Inkubationstemperatur von 30 auf 20 °C herunterreguliert. Anschließend wurden die Zellen 
mit 100 µM und 30 µM IPTG Endkonzentration für die Überexpression von PseDH bzw. EDH 
induziert. Die induzierten Zellen wurden schließlich bei 20 °C und 220 rpm über Nacht 
weiterkultiviert.  
Anschließend wurden die Zellen mittels einer High-speed Zentrifuge bei 8000 xg und 4 °C für 
8 min geerntet. Danach wurden die Zellen entweder bei -20 °C gelagert oder für weitere Schritte 
verarbeitet. 
 
Materialien und Methoden 
40 
 
2.8.5 Zellaufschluss von TS-15 und E. coli 
Während des Stammanreicherungsverfahrens wurden die Zellen in einer schnellen Methode 
mittels Ultraschallbehandlung (je dreifach 1 min, Amplitude 100 %, Zyklus von 0,6) 
aufgeschlossen. Der Aufschluss erfolgte in 0,5-1 mL Probenvolumen und auf Eis zur 
Vermeidung der Überhitzung der Probe. 
Bei größeren Probenvolumina (bis zu 35 mL) wurde die Homogenisierung der Zellen mittels 
der Frech-Press-Methode durchgeführt. Der Aufschluss erfolgte mit Hilfe einer 
Komprimierung der Zellen bei einem Druck von 1 Mpa.  
Wenn eine rekombinante Proteinreinigung durchgeführt wurde, wurden die Zellen in dem 
Zelllysepuffer (20 mM Phosphatpuffer pH7,5, 50 mM Imidazol) suspendiert und nach dem 
Aufschluss wurde DNaseI (Endkonzentration 50 μg mL-1) zugegeben. Der DNA Verdau 
erfolgte während der Zentrifugation der Probe (20000 xg, 60 min, 4 °C). 
 
2.9 Molekularbiologische Methoden 
2.9.1 Plasmid Präparation 
Das eingesetzte Volumen der Hauptkulturen für die Erstellung von allen Plasmiden betrug 4 
mL. Die Isolierung wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Das geerntete Plasmid wurde 
vor der Lagerung bei 100 °C für 10 min erhitzt, um abzusichern, dass potentielle Nukleasen 
(DNasen) mehrheitlich denaturiert waren. Nach diesem Schritt konnte eine Verbesserung der 
Plasmid-Restriktion erzielt werden, sodass kein unerwünschtes DNA-„Schmieren“ mehr im 
Agarose-Gel nach erfolgter Restriktion beobachtet wurde. 
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2.9.2 Genomische DNA Extraktion aus TS-15 
Die genomische DNA wurde über die klassische 2-Propanol Fällung nach (Marmur, 1961, De 
et al., 2010) für deren Sequenzierung isoliert. Aus einer Übernachtkultur in 100 mL und mit 5 
mM Ephedrin versetztes Minimalmedium wurden die Zellen per Zentrifugation geerntet. Das 
Zellpellet wurde in 10 mL 10 %iger Saccharose Lösung gewaschen und dann in 2 mL des 
Aufschlusspuffers (50 mM Phosphatpuffer pH 8, 2 mM EDTA) wieder gelöst. Anschließend 
wurden 10 mg mL-1 Lysozym addiert und die Suspension bei 37 °C für 20 min inkubiert. 
Anschließend wurden 0,5 µg mL-1 RNase-A zur Entfernung der RNA addiert und bei 37 °C für 
weitere 20 min inkubiert. Danach wurden 1 mg mL-1 Proteinkenase K sowie 0,1 mL 5%iger 
SDS-Lösung addiert und die Temperatur für weitere 30 min auf 60 °C erhöht. Nach Abkühlen 
der lysierten Zellen wurde Chloroform im Verhältnis 1:1 (organisch:wässrig) zugegeben und 
die wässrige Phase zweifach mit Chloroform versetzt und zentrifugiert (8000 xg, 3 min). Die 
obere wässrige Phase wurde abgezogen und mit einer Endkonzentration von 300 mM 
Ammoniumacetat pH 5,2 vermischt. Hinzu wurde das gleiche Probenvolumen an 2-Propanol 
addiert. Nach Zentrifugation (20000 xg, 30 min) wurde die Lösung vorsichtig entfernt und das 
Pellet mit 1 mL 70% Ethanol gewaschen. Dann wurde es bei 10000 xg für 2 min zentrifugiert 
und das Ethanol entfernt. Nach Trocknung des Pellets über Raumluft wurde es in VE-Wasser 
gelöst, die DNA Konzentration bestimmt und für die Genomsequenzierung an die LMU 
München (Ludwig-Maximilians-Universität) geschickt. Die Genomsequenzierungsbibliothek 
wurde aus 1 ng der genomischen DNA mit Nextera XT DNA Probenpräparation Kit (Illumina) 
im Biozentrum der LMU München durchgeführt. Es resultierten 2,6 Mio Reads (jeweils 50 bp) 
aus der Genomsequenzierung. 
Zur Genisolierung aus genomischer DNA wurde die DNA mit dem DNA Extraktion Kit 
(Stratec) nach Herstellerangaben isoliert. 
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2.9.3 RNA Isolierung aus TS-15 und Sequenzierung 
Zur Transkriptomanalyse wurden 50 mL auf (‒)-Ephedrin wachsender Kultur vom Stamm TS-
15 genutzt. Vor der Zellernte wurden die Zellen über 1 h mit (‒)-Ephedrin induziert. Das 
gesamte RNA Material wurde anhand des PureLink RNA Mini Kits nach Herstellerangaben 
isoliert. Die Qualitätskontrolle erfolgte über ein Agarose-Gelanalyse und über die Bestimmung 
der OD Werte von OD260/280 ≥ 1,8 und OD260/230 ≥ 1,9 mittels NanoDrop. Dann wurden sie auf 
Trockeneis zu GATC GmbH (heute Eurofins Genomics) für die Abreicherung der rRNA und 
für die mRNA Sequenzierung geschickt. Die Sequenzierungsbibliothek wurde mit der 
reverstranskripierten DNA mittels Illumina Kits erstellt. Es resultierten 84,19 Mio Reads 
(jeweils 50 bps). Die Rohdaten wurden mittels CLC-Genomics weiterverarbeitet.  
 
2.9.4 Genisolierung, Restriktion und Klonierung 
Zur Amplifikation der Zielgene wurden spezifische Vorwärts- bzw. Revers- Oligonukleotide 
erstellt, welche zusätzlich jeweils eine Erkennungsstelle für später folgende enzymatische 
Restriktionsreaktionen besitzen (Tabelle 2.2). Es wurde das Phusion-Polymerase Kit (New 
England Biolabs) nach Herstellerangaben zur Amplifikation der Gene verwendet. Als Template 
für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente die genomische DNA aus TS-15. Die 
Zusammensetzung des PCR-Ansatzes ist in Tabelle 2.5 zu sehen. Die Temperaturen zur 
Oligonukleotidhybridisierung wurden mittels des Nebbio Kalkulators 
(https://tmcalculator.neb.com) ermittelt. Ein Allgemeines PCR-Programm wurde wie folgt 
erstellt: Initiale Denaturierung 98 °C 30 s, (Denaturierung 98 °C 10 s, Hybridisierung variabel 
je nach Oligonukleotid) 35 Zyklen, Elongation 72 °C x min, finale Elongation 72 °C 5 min. 
Nicht selten waren die Temperaturen zur Oligonukleotidhybridisierung so hoch, dass eine 
Zweischritt-PCR ohne speziellen Hybridisierungsschritt angewendet werden musste. 
 
Materialien und Methoden 
43 
 
Tabelle 2.5: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Amplifikation bestimmter Gene aus dem Genom 
des TS-15 Stammes. 
Komponente Endkonzentration  
5X HF Reaktionspuffer 1x 
dNTPs  0,2 mM 
Vorwärts-Oligonukleotide 0,5 µM 
Revers-Oligonukleotide  0,5 µM 
Genomsiche DNA 1,4 ng µL-1 
Phusion Polymerase 0,02 U µL-1 
VE-Wasser Auf 50 µL aufgefüllt. 
 
Nach erfolgter PCR wurden die erzeugten DNA Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese 
überprüft. Dafür wurde ein 0,8 %iges Agarose-Gel verwendet, das ein einfaches RedSafe als 
DNA-interkalierenden Farbstoff beinhaltet. Als Größenreferenz der DNA-Banden dient ein 
MassRuler (Thermofisher Scientific). Die Elektrophorese erfolgte unter einer Feldspannung 
von 100 V über 30 min in TAE Puffer (0,04 M Tris, 0,02 M Essigsäure, 0,001 M EDTA, pH 
8,0). Die gewünschten DNA-Banden mit der erwarteten Größe wurden unter UV-Strahlung 
(360 nm) detektiert und aus dem Gel geschnitten. Die DNA Extraktion aus dem Agar-Gel 
erfolgte anhand des Kits nach Herstellerangaben (Fragment Clean Up, Stratec).  
Nach erfolgter DNA Isolierung aus dem Gel wurden die amplifizierten Gene sowie der Vektor 
pET19 mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (NdeI, XhoI und BamHI) nach 
Herstellerangaben bei 37 °C für 15 min geschnitten (New England Biolabs). Danach wurden 
die Ansätze bei 95 °C für 5 min inkubiert, um die Restriktionsenzyme zu denaturieren. Im 
Anschluss erfolgte eine DNA Reinigung per Fragment Clean Up Kit (Stratec). Die gereinigten 
Fragmente konnten somit für den Ligationsschritt genutzt werden. Die DNA Konzentration der 
isolierten Fragmente wurde mittels NanoDrop bei 260 nm bestimmt.  
Die benötigte Menge an Insert und Vektor konnte durch die Gleichung 2.1 berechnet werden, 
wobei ein molares Verhältnis von 1:7 (Vektor:Insert) verwendet wurde. 
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(2.1) 
cDNA [𝑝𝑚𝑜𝑙] =  (𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑔 × 1000)(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑏𝑝 × 650 𝐷𝑎) 
CDNA: DNA Konzentration, total ng: Totale vermittelte DNA Menge 
 
Die Ligation erfolgte mittels T4 Ligase (New England Biolabs) nach Herstellerangaben außer 
der Ligationstemperatur, welche bei 28 °C für 30 min angesetzt wurde. Anschließend wurden 
die Ligationsansätze in kompetente E. coli Stämme transformiert. 
Die Klonierung von pETDuet Konstrukten wurde über Gibson Assemblierung durchgeführt. 
Hierfür wurden die Inserts und die Vektoren mit Phusion-Polymerase amplifiziert, über Agar-
Elektrophorese überprüft und gereinigt. Im Anschluss wurden die Vektoren mit DpnI (New 
England Biolabs) bei 37 °C für 1 h behandelt, um Spuren des methylierten Template-Plasmids 
DNA aus der PCR-Reaktion zu entfernen. Anschließend wurden Insert und Vektor mit einem 
molaren Verhältnis von 1:7 in 10 µL Gibson Assembly-Mastermix (New England Biolabs) in 
einem Endvolumen von 20 µL zusammengefügt. Der Master-Mix wurde im Anschluss bei 50 
°C für 1 h und anschließend für bessere Polymerase-Reaktionsbedingungen, bei 72 für 10 min 
inkubiert. Dieser Ansatz wurde für die Transformation in E. coli genutzt. 
 
2.9.5 Transformation in E. coli  
Die Herstellung der kompetenten E. coli Zellen wurde nach dem Protokoll von Green 
durchgeführt (Green und Rogers 2013). Die Ligationsansätze wurden zwischen den Stämmen 
E. coli DH5a und E. coli T7 SHuffle verteilt, sodass ein Schritt gespart werden konnte. Die bei 
-80 °C gelagerten kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut (jeweils 100 µL Aliquots), 
währenddessen wurden jeweils 5 µl und 15 µL des Ligationsansatzes zum E. coli DH5a bzw. 
E. coli T7 SHuffle Stamm addiert. Nach 30-minütiger Inkubation der Zellen auf Eis wurden die 
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Zellen bei 42 °C für 1,5 min per Hitze „geschockt“. Anschließend erfolgte eine weitere 5-
minütige Inkubation auf Eis. Danach wurden jeweils 0,9 mL SOC Medium (Tabelle 2.3) 
zugegeben und die Zellen bei 37 °C und 30 °C für jeweils E. coli DH5a und E. coli T7 SHuffle 
Stamm bei 300 rpm kultiviert. Nach Ablauf von 1 h wurden die Zellen bei 10000 xg für 1 min 
zentrifugiert. Es wurden 0,9 mL vom Überstand verworfen und das Pellet mit dem restlichen 
Medium resuspendiert und auf Hefeextrakt-Agarplatten mit 100 µg mL-1 Ampicillin 
ausplattiert. Die Agarplatten wurden anschließend bei der entsprechenden 
Kultivierungstemperatur über Nacht inkubiert.  
 
2.9.6 Kolonie PCR zur Identifikation positiver Klone 
Für die Kolonie-PCR wurde die Taq-Polymerase (Thermofisher Scientific) nach 
Herstellerangaben verwendet, wobei die eingesetzten T7 Oligonukleotide Tabelle 2.2 zu 
entnehmen sind.  
Die gewachsenen Kolonien wurden nach einer durchgeführten Transformation mit den 
künstlichen pET- Plasmiden mittels Kolonie-PCR überprüft. Hierzu wurden die Kolonien 
einzelnen mit einem autoklavierten Holzstäbchen gepickt. Das Holzstäbchen wurde erst in 
einen 15 µL PCR Ansatz eingetaucht. Anschließend wurde mit dem Holzstäbchen 4 mL LB-
Medium inokuliert.  
Das PCR Programm wurde mit einem 5-minütigen initialen Denaturierungsschritt gestartet, 
anschließend (Denaturierung 94 °C, 25 s, Hybridisierung 57 °C 30 s, Elongation 72 °C 30-60 
s) für 35 Zyklen wiederholt und mit einer finalen Elongation 72 °C für 7 min beendet. 
Bei nachfolgender Kontrolle mittels Agar-Gelelektrophorese wurde einer der positiven Klone 
weiterkultiviert und für die Plasmidsequenzierung verwendet. Nach der Isolierung des Plasmids 
und der Zugabe von den jeweiligen Oligonukleotiden wurde die Sequenzierung über GATC 
(Eurofins Genomics) mittels Sanger-Sequenzierung durchgeführt. 
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2.10 Proteinbiochemische Methoden 
2.10.1 Quantifizierung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration in dem Zellextrakt bzw. in der gereinigten Proteinfraktion wurde 
spektrophotometrisch mit Coomassie Brilliant Blue G-250 nach Bradford Assay quantifiziert 
(Bradford, 1976). Hierzu wurde eine Kalibriergerade zwischen 0-100 µg mL-1 vom 
Rinderserumalbumin (BSA) in dem entsprechenden Puffer erstellt. Es wurde bei den zwei 
Wellenlängen 590 und 450 nm gemessen, wobei 450 nm als Referenzwellenlänge angesehen 
wird. Bei rekombinant exprimierten Enzymen, welche über Affinitätschromatographie (IMAC) 
gereinigt wurden, wurden die Proteinkonzentrationen mittels NanoDrop Spektrometer (N-
1000) bei 280 nm bestimmt. Vor der Messung wurde der über CLC-Software angegebene 
spezifische Extinktionskoeffizient eingestellt, welcher ε= x1000 von 19,18 und 20,97 M-1 cm-1 
bei 280 nm für jeweils PseDH und EDH beträgt.  
2.10.2 Proteinanreicherung aus dem Stamm TS-15 
Zur Identifizierung und Isolierung des aktiven Enzyms wurde die Anreicherungseffizienz über 
die oxidative Enzymaktivität über den oxidativen Aktivitätsassay bestimmt. Für den 
Aktivitätsassay wurde (+)-Pseudoephedrin verwendet, weil damit die Kultivierung 
durchgeführt wurde. Außerdem zeigten die Zellextrakte die höchste Aktivität im Vergleich zu 
den restlichen Isomeren. Alle Reinigungsschritte wurden bei 4 °C durchgeführt. Für die 
Proteinanreicherung wurden die Zellen des Stammes TS-15 aus 1 L Übernachtkultur im 
Rührkesselreaktor mittels Zentrifugation (8000 xg für 8 min) geerntet. Nach der Zellernte 
wurde das Zellpellet mit 50 mL 2 mM (+)-Pseudoephedrin enthaltenem Minimalmedium 
resuspendiert und bei 30 °C und 130 rpm für 1 h gehalten. Dieser Schritt diente als Induktion 
zur Erhöhung der oxidativen Aktivität. Anschließend wurden die Zellen wieder zentrifugiert 
und mit 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,8) zwei Mal gewaschen, um hauptsächlich die restlichen 
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Mengen an (+)-Pseudoephedrin zu entfernen. Anschließend wurde das Zellpellet mit 35 mL 
100 mM Phosphatpuffer (pH 7,8) wieder gelöst und mittels French-Press-Zelle bei 1 MPa 
aufgeschlossen. Nach der Zentrifugation (6000 xg für 30 min bei 4 °C) wurde der Überstand in 
einen neuen Behälter (50 mL Falcon) transferiert. Anschließend wurden die Proteine im 
Überstand durch Ammoniumsulfat über zehn Fraktionen mit einer Konzentrationsreihe von 10-
100% gefällt. Dabei wurde festgestellt, dass das Zielenzym bei einer 45%igen 
Ammoniumsulfatsättigung noch nicht komplett ausfällt. Erst ab 55%iger 
Ammoniumsulfatsättigung fällt das Zielenzym fast vollständig aus. Daher wurde zunächst eine 
Fällung bei 45% vorgenommen und der Niederschlag zentrifugiert und entfernt. Anschließend 
wurde zum Überstand Ammoniumsulfat bis zu einer 55% Sättigung hinzugegeben und wieder 
der Niederschlag mit 20 mM Phosphatpuffer pH 7,0 gelöst (Tabelle 2.6). Diese Probe dient als 
Ausgangsfraktion für den nächsten Anreicherungsschritt mittels der hydrophoben 
Interaktionschromatographie (HIC). Diese Fraktionierung der enthaltenen Proteine mittels HIC 
erfolgt durch die Wechselwirkung der unpolaren Flächen eines Proteins mit der hydrophoben 
stationären Phase der Säule. Nach Equilibrierung der 1 mL Säule (ResourceTM Phe, funktionelle 
Gruppe Phenyl-) mit dem Startpuffer (20 mM Phosphatpuffer, 1,5 mM Ammoniumsulfat) 
wurde die Ausgangsprobe zur Säule zugegeben. Es wurde dann ein Stufengradient über 50 mL 
zwischen Start- und Elutionspuffer (50 mM Phosphatpuffer) bzw. von 100-0% 
Ammoniumsulfat eingesetzt. Die eluierten Fraktionen wurden jeweils in einem Volumen von 
1 mL gesammelt. Anschließend wurden die Fraktionen mit der höchsten oxidativen Aktivität 
gegenüber (+)-Pseudoephedrin miteinander vereint. Anschließend wurde ein Pufferwechsel 
mittels Amicon Membranfilter (Trennung bei 30 kDa) durchgeführt, um die Probe für den 
nächsten Anreicherungsschritt vorzubereiten. Die letzte Proteinanreicherung erfolgte mittels 
Ionenaustauschchromatographie (IC) mit 1 mL (ResourceTM Q, funktionelle Gruppe 
Trimethylaminomethyl-), wobei die Wechselwirkung zwischen den gelösten positiv oder 
negativ geladenen Proteinen und der positiv geladenen Matrix der Säule durch elektrostatische 
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Bindung hervorgerufen wird. Nach Bindung der Proteine an die Säule kann die 
proteinspezifische Elution mit steigender Konzentration eines Gegenions erbracht werden. Da 
es nicht bekannt war, wo der isoelektrische Punkt (PI) des Zielenzyms lag, wurde ein starker 
Ionenaustauscher (Trimethylaminomethyl-) verwendet. Nach Equilibrieren der Säule mit dem 
Startpuffer (20 mM Phosphatpuffer pH7,0) wurde die Probe in die Säule eingeleitet. 
Anschließend wurde ein Gradient des Elutionspuffers von 0 bis 1 M NaCl (gelöst in 20 mM 
Phosphatpuffer pH7,0) über 20 mL zur Elution der Proteine angesetzt. Die Fraktionen mit der 
höchsten oxidativen Aktivität wurden für SDS-PAGE Analyse vereint und aufbewahrt.  
Nach der PAGE Analyse wurde die angereicherte Bande für Fingerprinting mittels nanoHPLC-
ESI-MS/MS Analyse zur Proteome Factory (Proteome Factory AG, DE) gesendet. 
Tabelle 2.6: Fraktionierte Fällung Proteine aus dem Zellextrakt mit Ammoniumsulfat [(NH4)2SO4]. 
(NH4)2SO4 (%) 10% 20% 30% 35% 40% 45% 50% 55% 80% 100% 
Zugegebene 
Menge (g L-1) 
53 106 164 194 226 258 291 326 516 697 
Konzentration 
(M) 
0,401 0,801 1,24 1,467 1,709 1,951 2,201 2,466 3,903 5,272 
 
2.10.3 Reinigung rekombinanter Enzyme 
Die heterolog exprimierten Enzyme wurden aus dem Zellüberstand mittels Immobilisierte-
Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) isoliert. Die Reinigungsschritte erfolgten bei 
4 °C und mittels ÄKTA-FPLC System.  Der in Lysepuffer zentrifugierte Überstand wurde auf 
einer mit Nickel beladenen und mit Lysepuffer equilibrierten 5 mL Histrap FF Säule 
aufgetragen. Der Waschschritt erfolgte mit 120 mM Imidazol gelöst in 20 mM Phosphatpuffer, 
pH 7,5. Anschließend konnten die Zielenzyme von der Säule mit 500 mM Imidazol im gleichen 
Puffersystem eluiert werden. Danach wurde der Elutionspuffer mit 100 mM Phosphatpuffer, 
pH 7,5 mittels PD-10 Säule (über Größenausschluss-Chromatographie) nach Herstellerangaben 
gewechselt. Die Lagerung erfolgte anschließend bei -20 °C.  
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3.10.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die proteindenaturierende SDS-PAGE besteht aus Sammel- und Trenngel. SDS-PAGE wurde 
nach dem Protokoll von Lämmli (Lämmli, 1979) mit 12%igem Trenngel durchgeführt. Die 
Zusammensetzung der Gele bzw. der eingesetzten Puffer sind in der Tabelle (2.7) zu sehen. 
 
Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels für SDS-PAGE sowie des Auftrags- und 
SDS-Elektrophorese-Puffer. 
SDS-PAGE Gele 2 Sammelgele (5%) 2 Trenngele (12%) 
VE-Wasser 4,15 mL 5 mL 
1,0 M Tris-HCl pH 6,8 0,75 mL - 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 - 3,75 mL 
Acrylamid-Mix 30 % 1 mL  6 mL 
SDS [10 % (w/v)] 60 µL  150 µL 
APS [10 % (w/v)] 60 µL 150 µL 
TEMED 6 µL 6 µL 
4X Auftragspuffer Konzentration 
Tris-HCl pH 6,8 7,6 g L-1 
SDS (10 %) 20 g L-1 
Glycerin 125 g L-1 
Mercaptoethanol 45 g L-1 
Bromphenolblau 1 g L-1 
SDS-Elektorphorese-Puffer_pH 8,3 Konzentration 
Glycin 14,4 g L-1 
Tris 3 g L-1 
SDS 1 g L-1 
 
Zunächst wurde das Trenngel nach der Zugabe aller Komponenten in die Gelkassette gefüllt 
und mit 2-Propanol luftdicht beschichtet. Nach der Polymerisierung des Acrylamid-Mixes und 
dem fest gewordenen Trenngel wurde das Sammelgel nach Entfernung des 2-Propanols auf das 
Trenngel pipettiert und mit dem nötigen Kamm zur Bildung der Geltaschen die Gelkassette 
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verschlossen. Die Proteinlösung wurde entsprechend ermittelter Konzentration verdünnt, mit 
4x Auftragspuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Anschließend wurden maximal 
15 µg Protein pro Geltasche aufgetragen. Als Massenreferenz wurde der Color Prestained 
Protein Standard (11-245 kDa) verwendet. Die PAGE-Elektrophorese wurde in SDS-
Elektorphorese-Puffer bei 180 V und für mindstens 1 h durchlaufen. Nach Ablauf der 
Elektrophorese wurden die SDS-Gele mit Coomassie-Färbelösung gefärbt. 
3.10.5 SDS-PAGE Färbung 
Das SDS-Polyacrylamidgel wurde für 10 min in Coomassie-Färbelösung (Tabelle 2.8) bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Coomassie-Färbelösung entfernt und das 
gefärbte Gel mit VE-Wasser zweifach gewaschen und über Nacht bei 50 rpm entfärbt.  
Tabelle 2.8: Zusammensetzung der Coomassie-Färbelösung zur Färbung der Proteinbanden im SDS- 
Polyacrylamidgel 
Komponente Konzentration 
Coomassie R-250 2,5 g L-1 
Methanol 500 mL L-1 
VE-Wasser 400 mL L-1 
Eisessig 100 mL L-1 
 
3.10.6 Native Polyacrylamidgelelektrophorese (Native-PAGE) 
Native-PAGE wurde entsprechend eines nach Schägger modifizierten Protokolls durchgeführt 
(Schägger und von Jagow 1991). Die untersuchten Proteine wurden mittels Native-PAGE nicht 
denaturiert, wodurch mehr Informationen zum Oligomerisierungsstatus bzw. zur Aktivität der 
Proteine erschlossen werden können. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer (pH 7,0) 
ist der Tabelle (2.9) zu entnehmen. 
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Tabelle 2.9: Zusammensetzung der eingesetzten Puffer für die blaue Native-PAGE 
Kathodenpuffer  Konzentration 
Tricin pH 7,0  8,96 g L-1 
Imidazol 0,51 g L-1 
Coomassie Brillantblau G-250 0,2 g L-1 
Anodenpuffer Konzentration 
Imidazol-HCl (pH 7,0) 1,7 g L-1 
3X Gelpuffer Konzentration 
6-Aminohexansäure 196,77 g L-1 
Imidazol-HCl (pH 7,0) 5,1 
5 X Auftragspuffer Konzentration 
Glycerin  0,62 g mL-1 
Ponceau S 0,1 mg mL-1 
 
Es wurde 1 L von Katodenpuffer und Anodenpuffer angesetzt. Für den 3X Gelpuffer wurden 
100 mL eingesetzt. Die Zusammensetzung der entsprechenden Sammel- und Trenngele für das 
Gradientengel ist der Tabelle (2.10) zu entnehmen. 
 
Tabelle 2.10: Zusammensetzung des eingesetzten Gradientengels für die blaue Native-PAGE 
Native-PAGE 1 Sammelgel (3%) 1 Trenngel (14%) 1 Trenngel (16%) 
Acrylamid-Mix 30 % 0,5 mL 0,66 mL 2,6 mL 
3X Gelpuffer 1,67 mL 1,67 mL 1,67 mL 
Glycerin - - 0,8 mL 
MilliQ-H2O 2,8 mL 2,66 mL - 
APS [10 % (w/v)] 25 µL 20 µL 10 µL 
TEMED 5 µL 2 µL 1 µL 
 
Das Gesamtvolumen jedes Gels beträgt ca. 5 mL. Die zwei Trenngele sind für die Erstellung 
vom Gradientengel (zwischen 14-16 %) hergestellt. Hierzu wurden 4 mL aus dem 14% 
Trenngel mit einer Messpipette abgezogen, dann dasselbe Volumen aus dem 16% Trenngel mit 
derselben Messpipette abgezogen. Im Anschluss wurde eine 1 mL Luftblase durch die 
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Messpipette erzeugt, damit sich die beiden Gele miteinander vermischten. Anschließend wurde 
das Gel vorsichtig in die Kassette pipettiert und mit 2-Propanol beschichtet. Wenn das Trenngel 
polymerisierte, wurde das 2-Propanol entfernt und das Sammelgel gegossen und mit dem 
geeigneten Kamm verschlossen.  
Die Geltaschen wurden mit dem Katodenpuffer gewaschen und dann in die Gelkammer 
montiert. Es wurden ca. 13 mg von der jeweiligen gereinigten PseDH und EDH mit dem 5 X 
Auftragspuffer in die gewaschene Geltasche pipettiert. Es wurde SERVA Native Marker für 
die später folgende Bandengrößenberechnung verwendet.  
Der Kathodenpuffer wurde getrennt vom Anodenpuffer in den inneren Raum der Gelkammer 
gegossen. Der Anodenpuffer wurde im äußeren Bereich gegossen. Die ersten 30 min wurde die 
Feldspannung bei 30 V eingestellt. Anschließend wurde sie auf 120 erhöht. Die Elektrophorese 
lief bei 15 °C für insgesamt 4 h. Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel von der 
Kassette befreit und zweifach mit jeweils 50 mL 100 mM Phosphatpuffer pH 7,5 für je 30 min 
äquilibriert. Die Proteinbanden mit der entsprechenden Enzymaktivität wurden erst durch das 
In-Gel-Aktivitätsassay optisch detektierbar. Nach dem In-Gel-Aktivitätsassay wurde das Gel 
mit Kolloid Coomassie gefärbt, um alle aktiven bzw. nicht aktiven Banden detektieren zu 
können. 
 
2.10.7 Aktivitätsbestimmung in Native-PAGE 
Um die aktiven Enzymbanden in der Native-PAGE zeigen zu können, wurde ein modifiziertes 
Protokoll nach Wittig mittels Nitroblautetrazoliumchlorids (NTB) verwendet (Wittig et al., 
2007). Bei dem Aktivitätsassay lässt sich das gelbe NTB durch das entstandene NADH 
reduzieren und nimmt eine Violett-Farbe an. 
Die äquilibrierte Native-PAGE wurde im Anschluss der Elektrophorese in 50 mL 
Aktivitätspuffer (100 mM Phosphatpuffer pH 7,5, 2,5 mM NAD+, 0,5 mM (+)-Pseudoephedrin, 
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0,5 mM (‒)-Ephedrin und 1,5 mM NTB) über Nacht bei 25 °C inkubiert. Die aktiven 
Enzymbanden wurden durch eine starke Violett-Färbung in Native-PAGE visualisiert.  
 
2.10.8 Native-PAGE Färbung 
Zur Färbung der Proteinbanden nach dem durchlaufenem Aktivitätsassay im Native- 
Polyacrylamidgel wurde ein Protokoll nach Neuhoff verwendet (Neuhoff et al., 1988). 
Zunächst wurde das Native-Gel mittels einer Fixierlösung für 30 min inkubiert. Im Anschluss 
wurde die Fixierlösung entfernt und das Gel mit VE-Wasser kurz gewaschen (Tabelle 2.11). 
Anschließend wurde das Native-Gel in kolloidaler Färbelösung über Nacht bei 50 rpm 
inkubiert. Die Färbelösung wurde dann durch mehrfaches Waschen mit VE-Wasser entfernt.  
 
Tabelle 2.11: Zusammensetzung der Fixierlösung und der kolloidalen Coomassie-Färbelösung zur 
Färbung der Proteinbanden im Native- Polyacrylamidgel 
Fixierlösung Konzentration 
Essigsäure 100 mL L-1 
Ethanol 400 mL L-1 
VE-Wasser 600 mL L-1 
Kolloidalen Coomassie-Färbelösung Konzentration 
Coomassie G-250 1 g L-1 
Phosphorsäure 85% (w/w) 12 mL L-1 
Ammoniumsulfat 100 g L-1 
Die Lösung wird mit 1 L VE-Wasser aufgefüllt und 2 h gerührt. 
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2.11 Analytische Methoden 
2.11.1 Der oxidative und reduktive Aktivitätsassay  
Der Aktivitätsassay wurde zur Bestimmung der initialen Enzymaktivität zur Berechnung der 
spezifischen Aktivitäten bei 340 nm verwendet. Die photometrische Messung erfolgte über 
einen Zeitraum von 2 min mit einer Aufnahme alle 10 s. 
Der oxidative Aktivitätsassay wurde anhand der Absorptionszunahme von NADH bei 340 nm 
(Extinktionskoeffizient ε340 = 0,00622 L μmol−1 cm−1) mittels Spektrophotometer (DR3900) 
bestimmt. Die Reaktion wurde in einer 1 mL Küvette (Acryl) und bei Raumtemperatur 
durchgeführt. Das Reaktionsassay beinhaltete 0,3 mM (+)-Pseudoephedrin und 0,5 mM NAD+ 
gelöst in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,8). Die Reaktion wurde gestartet bei der Zugabe von 
30 µL vom Zellextrakt bzw. von der angereicherten Proteinfraktion.  
Der reduktive Aktivitätsassay wurde mittels Cary 60 UV-Vis Spektrophotometer bei der 
Verfolgung der Absorptionsabnahme bei 340 nm durch den Verbrauch an NADH bei 25 °C 
durchgeführt. Der reduktive Reaktionsassay beinhaltet 250 µM NADH und 600 µM PPD gelöst 
in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,5).  
2.11.2 Bestimmung der kinetischen Parameter 
Zur biochemischen Enzymcharakterisierung wurde der oxidative bzw. reduktive 
Reaktionsassay unter Zugabe von 5-25 µL (Endkonzentration zwischen 0,1-5 µg mL-1) vom 
jeweiligen Enzym durchgeführt. 
Für die Bestimmung der kinetischen Parameter der Alkohol- oder Ketoverbindungen wurden 
die jeweiligen Ephedrin-Isomere bzw. Ketoverbindungen in variablen Konzentrationen 
eingesetzt, wobei der entsprechende Cofaktor NAD+ (1 mM) bzw. NADH (250 µM), der 
jeweiligen Reaktion zugefügt wurde. Alle Alkohol- oder Ketoverbindungen wurden in DMSO 
zur Erhöhung ihrer Löslichkeit gelöst.  
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Für die Bestimmung der kinetischen Parameter von NAD+ wurde eine Konzentration von 
jeweils 3 mM für (+) -Pseudoephedrin bzw. 0,5 mM für (‒)-Ephedrin festgelegt und variable 
Konzentrationen von NAD+ eingesetzt, wobei das Enzym PseDH für (+)-Pseudoephedrin und 
das Enzym EDH für (‒)-Ephedrin eingesetzt wurden.  
Es wurden variable Konzentrationen vom Cofaktor NADH zur Bestimmung dessen kinetischer 
Parameter eingesetzt, wobei eine Konzentration von 600 µM PPD verwendet wurde.  
Die Berechnungen der kinetischen Parameter wurden durch die Anpassung der davor 
experimentell erzeugten Daten mittels nicht-linearer Regression mit der Software Graphpad 8 
durchgeführt. Die volumetrische Aktivität (Av) wurde anhand der Gleichung (2.2) berechnet, 
wobei die Absorptionsänderung, bzw. die NADH Konzentrationsänderung über das Lambert-
Beer'sche Gesetz hergeleitet wurde. Die spezifische Aktivität (Aspez) bezieht sich auf die 
eingesetzte Enzymkonzentration und lässt sich von der volumetrischen Aktivität herleiten 
(Gleichung 2.3). 
(2.2) 
𝐴𝑣 = ∆𝐸 × 𝑉𝑔𝑒𝑠𝑉𝑒  × 𝜀 × 𝑑 
(2.3) 
𝐴𝑠𝑝𝑒𝑧 = ∆𝐸 × 𝑉𝑔𝑒𝑠𝑉𝑒  × 𝜀 × 𝑑 × 𝐶𝑒 
ΔE: Extinktionsänderung (min-1), Vges: Gesamtvolumen (mL), Ve: Volumen des Enzyms (mL), 
ε: molarer Extinktionskoeffizient (L mol-1 cm-1), d:Schichtdicke (cm), Ce: Konzentration (M). 
 
2.11.3 Extraktion der Reaktionsprodukte 
Die Flüssig-Flüssig-Extraktion der Substrate und Produkte aus dem Kultivierungsmedium oder 
aus dem Aktivitätsassay, welche mit der GC zu analysieren waren, erfolgte mit dem gleichen 
Volumen von Ethylacetat im Verhältnis zur wässrigen Phase. Im Falle gut wasserlöslicher und 
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basischer Substanzen wie Ephedrin und Phenylethanolamin, wurden Natriumhydroxid und 
Natriumchlorid im Übermaß ins System zur Verbesserung der Extraktion addiert. Alle anderen 
Produkte, welche mit der HPLC zu analysieren waren, wurden mit dem gleichen Volumen von 
n-Hexan extrahiert. 
 
2.11.4 Gaschromatographie (GC) 
Die Analyse der Intermediate sowie 2-Amino-1-phenylethanol wurden mit Stickstoff als 
Mobilphase, mittels des Gaschromatographie Systems (Shimadzu GC-2010), welches mit 
einem Flammenionisationsdetektor (FID) ausgerüstet ist, durchgeführt. Die Trennung der 
Substrate wurde über eine chirale Säule (CycloSil-B 30 m Lang, Ø 0,25 mm, Filmdicke 0,25 
μm, Agilent) mittels eines Temperaturgradienten von 130-185 °C über 13 min (4 °C per min) 
erzielt. Die Retentionszeiten von (‒)-Ephedrin, (‒)-Pseudoephedrin, (+)-Ephedrin und (+)-
Pseudoephedrin wurden jeweils bei 11,78, 11,86, 11,67 und 11,95 min bestimmt. 
Phenylethanolamin wurde mittels eines Temperaturgradienten 130-190 °C über 15 min auf 
derselben Säule getrennt. Retentionszeiten von 2-Aminoacetophenon, (S)-(+)- 
Phenylethanolamin und (R)-(‒)-Phenylethanolamin wurden bei 11,5, 13,1 und 13,3 min 
detektiert. 
 
2.11.5 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
Zur HPLC Analyse wurde das System von Knauer eingesetzt (Knauer GmbH, Berlin, 
Germany). Die chirale Trennung erfolgte mittels einer CHIRALPAK IB Säule 4,6×250 mm, 
mit einer Partikelgröße von 5 µm (Daicel Chemical Industries) im Normal-Phasensystem. Die 
Trennmethoden wurden über die mobile Phase n-Hexan:2-Propanol mit einem passenden 
Verhältnis (zwischen 90:10), einer Flussrate von 1 mL min-1 und bei Temperaturen zwischen 
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15-28 °C durchgeführt. Die Produkte wurden bei Wellenlängen zwischen 220-270 nm 
detektiert (Tabelle 2.12).  
 
Tabelle 2.12: Eingesetzte Methoden zur Trennung der chiralen Produkte im Normalphasensystem 
mittels einer CHIRALPAK IB Säule. 
Substrat n-Hexan: 
2-Propanol 
UV-Detektion 
(nm) 
Säulentemperatur 
(°C) 
1-Phenyl-1,2-propandion 95 5 256 25 
Methyl-oxo(phenyl)acetat 95 5 256 25 
Ethyl 2-chlorobenzoylacetat 95 5 256 15 
2-Chloro-1-phenyl-1-propanon 95 5 256 15 
2-Bromo-1-(3-chlorophenyl)-1-
propanon 
95 5 256 15 
Isatin 95 5 247 15 
4-Chlorobenzil 90 10 265 28 
1-Phenyl-1-propanon 95 5 256 25 
1-Phenyl-1,3-butandion 90 10 256 25 
Phenylglyoxal 95 5 247 15 
3-Chloropropiophenon 90 10 256 15 
2-Chloroacetophenon 90 10 256 15 
2-Bromoacetophenon 90 10 256 15 
(4-Chlorophenyl)-2-
pyridinylmethanon 
90 10 256 20 
Phenyl-2-pyridinylmethanon 90 10 256 20 
Benzil 90 10 247 28 
2,2'-Furil 90 10 270 20 
2,2'-Thenil 90 10 265 25 
2-Thenoylacetonitril 90 10 256 25 4,4′-Difluorobenzil 90 10 256 28 2,2′-Dichlorobenzil 90 10 256 28 4,4′-Dimethylbenzil 90 10 256 28 
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2.11.6 Bestimmung der optischen Drehwerte 
Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration der Reaktionsprodukte wurden die spezifischen 
Drehwerte mittels eines Polarimeters Model 343 (PerkinElmer, US) ermittelt. Die Messung 
erfolgte bei der Wellenlänge 589 nm bei 20 °C. Die Reaktionsprodukte (jeweils 2 mL 
Probenvolumen) wurden mit Dichlormethan mit einer Konzentration von 10 mg mL-1 gelöst. 
 
2.11.7 GC-MS und 1H-NMR Messungen 
Diese beiden Analysen wurden als eine interne Serviceleistung der Technischen Universität 
Dresden durchgeführt. 
Zur Identifizierung der Reaktionsprodukte wurden zuerst die Massen der Ausgangsionen 
mittels GC-MS (Agilent 6890N GC / HP 5973N MSD ausgerüstet mit einer Optima 35 MS 
Säule) bestimmt. Es wurde ein konstantes Temperaturprogramm bei 130 °C für 30 min 
eingesetzt. Die PPD sowie die Reduktionsprodukte (S)-/(R)-PAC wurden jeweils bei 9,89 und 
11,08 min detektiert (Abbildung 1A-2A, Anhang). Die Intermediate aus dem 
Kultivierungsmedium wurden unter den gleichen Bedingungen identifiziert. 
1H-NMR Spektroskopie (400 MHz, Bruker DRX-500) wurde zur Verifizierung der 
Reaktionsprodukte (S)-Phenylacetylcarbinol und (R)-Phenylacetylcarbinol mittels 
deuteriertem Chloroform (1H: δ7.26) genutzt. 1H-NMR Spektren sind im Anhang zu sehen 
(Abbildung 3A-4A, Anhang). 
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2.12 Bioinformatische Methoden 
2.12.1 Allgemeine bioinformatische Softwares 
Für alle generellen bioinformatischen Untersuchungen z.B. DNA/Protein-BLAST, Protein 
Reporterstellung, sekundäre Strukturprädiktion der DNA oder Vektordesgin wurde das 
Programm CLC Workbench Version 7.9.1 eingesetzt. Für Genom- und Transkriptom-
Assemblierung wurde das Programm CLC Genomics Version 9.5.2 (Qiagen) mit den 
Standardparametern verwendet. 
 
2.12.2 Evolutionsanalyse von TS-15 
Phylogenetische und molekulare Evolutionsanalysen wurden mittels des Programms MEGA 
10.0.5 durchgeführt (Kumar et al., 2018). Der evolutionäre Verlauf von Arthrobacter sp. TS-
15 wurde vom Neighbor-Joining-Algorithmus (Saitou und Nei, 1987) abgeleitet, wobei die 
Sequenz-Alignments anhand der Software ClustalX Version 2.1 (Larkin et al., 2007) mit 20 
16S rRNA-Sequenzen erstellt wurden. Die evolutionären Distanzen wurden mittels des Jukes-
Cantor-Modells (Jukes und Cantor, 1969) ermittelt. Alle Positionen, welche Lücken und 
fehlende Basen am Rande der Sequenzen beinhalteten, wurden bereits vor der Abgleichung der 
Sequenzen eliminiert.  
Der Replikationsprozentsatz des phylogenetischen Baums, in dem die zugehörigen Taxa im 
Bootstrapping-Verfahren (1000 Replikate) zusammengefasst wurden, ist neben den Zweigen 
angegeben (Felsenstein, 1985).  
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2.12.3 Genomanalyse 
Für die Einordnung der resultierten Contigs aus der Genomsequenzierung wurde ein Alignment 
der Nukleotidsequenzen von TS-15 mit dem eng verwandten Referenzgenom von Arthrobacter 
aurescens TC1 mittels der Software MAUVE Version 2.3.1 (Rissman et al., 2009) erstellt. 
Dadurch konnten die Contigs vom Genom von TS-15 rekonstruiert werden, sodass die 
resultierende Reihenfolge den ursprünglichen Zustand des Genoms soweit wie möglich 
entspricht. Die Rekonstruktion der letzten 500 kbp konnte aufgrund der niedrigen Ähnlichkeit 
zu den anderen Nukleotidsequenzen aus den vorhandenen Datenbanken (u.a. NCBI) nur 
teilweise durchgeführt werden. 
Die Differenzen der Genome von fünf unterschiedlichen Arthrobacter Stämmen zu dem Stamm 
TS-15 wurden anhand BRIG Version 0.95 in Form von Ringen visualisiert (Alikhan et al., 
2011), wobei die Differenzen an sich mithilfe von NCBI BLAST Software gezeigt wurden.  
Die in-silico DNA-DNA Hybridisierung (DDH) zwischen dem Genom von TS-15 und den fünf 
Arthrobacter Genomen aus der letzten komparativen Analyse wurde mittels des Genom-
Genom-Distanzkalkulators (Genome to Genome Distance Calculator, GGDC) (Meier-Kolthoff 
et al., 2013) durchgeführt. Die Abstände wurden durch die Summe der identischen Paare 
innerhalb der Highscore-Segmentpaare (Alignments ohne Lücken, High-scoring segment 
pairs) dividiert und durch die Gesamtgröße aller Highscore-Segmentpaare determiniert. 
Die genomsichen Inseln (GIs) im Genom von TS-15 wurden anhand der Software IslandPath-
DIMOB (Bertelli und Brinkman, 2018) identifiziert, wobei das Genom von Arthrobacter 
aurescens TC1 mit seinen Plasmiden (TC1 und TC2) als Referenzgenom verwendet wurde. 
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2.12.4 Modellierung und Ligand-Rezeptor Docking 
Die Homologiemodellierung der EDH wurde über den automatisierten 
Homologiemodellierungserver (SWISS-MODEL) durchgeführt. Zuerst wurde nach einer 
passenden Vorlage für die Modellierung der Zielsequenz anhand einer BLAST-Recherche 
gegenüber der SWISS-MODEL Template Bibliothek (SMTL) gesucht. Basierend auf dem 
Modell von 1-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol Dehydrogenase aus Aromatoleum aromaticum EbN1 
(4URE, 1,4 Å, Sequenzidentität 46,56) wurde schließlich das Homologiemodell von EDH 
erstellt.  
Zur Visualisierung, Modellierung und Simulation molekularer Interaktionen in der 
Kristallstruktur von PseDH und im Homologiemodell von EDH mit den Liganden wurde das 
Programm YASARA (Version, 17.8.15) eingesetzt. Somit wurden die Kristallstruktur von 
PseDH und das Homologiemodell von EDH mittels paarweiser Alignments mit MUSTANG 
Algorithmus superpositioniert, um die Raumorientierung bestimmter Aminosäurereste 
zwischen PseDH und EDH zu vergleichen.  
Die Dockingsexperimente zwischen dem entsprechenden Enzym als Rezeptor und dem 
Substrat PPD als Ligand wurden mit dem jeweiligen Modell in einer quadratischen mit Wasser 
gefüllten Simulationszelle (Kantenläge 12) durchgeführt. Die Simulation wurde mittels des 
Kraftfelds AMBER 03 durchgeführt. Das Docking wurde über AutoDock Vina lokal mit 
jeweils zehn Dockingsrunden gestartet. Die passende Orientierung des Substrats PPD wurde 
nach dem Docking anhand der Resultate der experimentellen Daten bestimmt. Zur Erstellung 
der Abbildungen mit dem gedockten Liganden wurden die Lichtbestrahlungs- und 
Nebeleinstellungen angepasst. 
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
3.1 Arthrobacter sp. TS-15 
3.1.1 Stammisolierung 
Der mikrobielle Abbau der Substratgruppe der Catecholamine wurde in der Literatur bereits 
beschrieben (Veeraswamy et al., 1976, Klamann et al., 1976, Klamann und Lingens, 1980). 
Klamann et al., 1976 isolierten einen bakteriellen Stamm „Arthrobacter globiformis“, der (‒)-
(R,S)-Ephedrin als einzige Kohlenstoffquelle für das Wachsen nutzt. In Klamann's Studie 
wurde schwerpunktmäßig vom bakteriellen Stoffabbau von Ephedrin und seinen Derivaten 
berichtet (Klamann und Lingens, 1980). Der erste Abbauschritt erfolgt laut dieser Studie über 
eine enzymatische Oxidation der Aminverbindung zum Imin. Da die Imino-Verbindung in 
aquatischem Medium spontan zum Keton hydrolysiert (Layer, 1963), entsteht aus der Oxidation 
von Ephedrin (R)-Phenylacetylcarbinol Abbildung 3.1.  
NAD+
(R)-Phenylacetylcarbinol
NADH
(1R)-2-methylimino-1-phenylpropan-1-ol (1R,2S)-Ephedrin
Ephedrin Dehydrogenase
EC.1.5.1.18
 
Abbildung 3.1: Vorgeschlagenes Reaktionsschema zur Oxidation von (‒)-(R,S)-Ephedrin zur korrespondierenden 
Imino-Verbindung mit einer anschließenden chemischen Hydrolyse zu Phenylacetylcarbinol (modifiziert nach 
Klamann et al., 1976). 
 
Um diese beschriebene enzymatische Aktivität zu überprüfen, wurde der Stamm Arthrobacter 
globiformis DSM 20124 (Conn und Dimmick 1947) von DSMZ erworben und auf Ephedrin als 
einziger Kohlenstoffquelle kultiviert. Jedoch konnte im Minimalmedium und unter den 
beschriebenen Wachstumsbedingungen kein Wachstum auf (‒)-Ephedrin detektiert werden. 
Diese Beobachtung spricht dafür, dass es sich bei Klamann um einen anderen Arthrobacter 
Stamm handeln könnte. Erwähnenswert ist, dass die damalige Bestimmung nur anhand 
Ergebnisse und Diskussion 
63 
 
morphologischer und biochemischer Eigenschaften und nicht mittels 16S rRNA erfolgte 
(Klamann et al., 1976). 
Weiterhin wurden die Hauptgruppen des Genus Arthrobacter näher untersucht. Basierend auf 
der 16S rRNA ist der Genus Arthrobacter in vier unterschiedliche phylogenetische Cluster 
untergliedert (Busse et al., 2012). Diese phylogenetischen Gruppen sind: 1. „Arthrobacter 
globiformis Gruppe“, 2. „Arthrobacter aurescens Gruppe“, 3. „Arthrobacter oxydans Gruppe“, 
4. „Arthrobacter protophormiae Gruppe“. Um die gesuchte Aktivität finden zu können, wurden 
die Hauptvertreter dieser phylogenetischen Gruppen auf (‒)-Ephedrin-Verwertung untersucht. 
Weder Arthrobacter aurescens noch Arthrobacter oxydans zeigten Wachstum auf (‒)-Ephedrin 
als einziger Kohlenstoffquelle im Minimalmedium. 
Daher wurden 50 verschiedene Bodenproben aus unterschiedlichen Mikrohabitaten gesammelt, 
um daraus Mikroorganismen zu isolieren, welche auf (‒)-Ephedrin als einziger 
Kohlenstoffquelle wachsen können.  
Die Anreicherung auf (‒)-Ephedrin wurde im Methodenteil beschrieben. Dabei konnte ein 
Wachstum bei 15 Proben beobachtet werden. Die Flüssigkulturen aus Minimalmedium und 
Ephedrin hatten einen süßlichen Geruch, welcher an den Geruch von Kokosnuss erinnert. Um 
ein plausibles Verhältnis zwischen der gemessenen OD600 Zahl und der Zellzahl zeigen zu 
können, wurde die Zellzahl in der exponentiellen Wachstumsphase mittels der Thoma-
Zählkammer bestimmt. Laut dieser Berechnung entspricht ein OD600 von 0,05 einer Zellzahl 
von 1×107 pro Milliliter. Anhand dieser Berechnung wurden die Verdünnungsreihen sowohl 
auf den OD-Wert als auch auf die Zellzahl bezogen. Es wurde festgestellt, dass eine neu 
inokulierte Kultur mindestens 200 Zellen pro Milliliter benötigt, um eine Kultivierung mit 
einem optisch sichtbaren Wachstum über 16h erreichen zu können. Mit einer niedrigeren 
Zellzahl konnte zwar ein Wachstum über längere Kultivierzeiten festgestellt werden, jedoch 
wurden diese Kulturen für die Anreicherung wegen der oxidativen abiotischen Zersetzung von 
Ephedrin nicht benutzt. Diese Kulturen könnten auf den chemisch zersetzten Abbaumolekülen 
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von Ephedrin wachsen und somit eventuell nicht die gewünschte Aktivität besitzen. Nach 
fünfzehn sequenziellen Inokulationen konnte ein neuer bakterieller Stamm aus einer 
Bodenprobe vom Gelände der Technischen Universität Dresden isoliert werden. Auf der 
Agarplatte bildeten sich gelbliche Kolonien mit einer glatten und runden Form. Unter dem 
Lichtmikroskop waren wachsende stäbchen- und V-förmige bakterielle Zellen erkennbar. Bei 
4 °C oder in alten Kulturen bildeten die Zellen überlebensfähige Kokken aus. Entsprechend der 
Gram-Färbung sind die isolierten Bakterien gram-positiv.  
 
 
Abbildung 3.2: REM Aufnahmen wachsender Arthrobacter sp. TS-15 Zellen (A und C) und ruhender Zellen (B 
und D). Die oberen Zellen in A und B wuchsen im Salzmedium auf (‒)-(R,S)-Ephedrin als einziger C-Quelle. 
Zellen in C und D wuchsen in dem gleichen Medium plus Kanamycin (Konzentration von 30 µg mL-1). (Shanati 
und Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Außerdem weist dieser Stamm eine Resistenz gegen Kanamycin bei einer Konzentration von 
30 µg mL-1 auf. Anhand der Rastermikroskopie konnte zwischen zwei morphologischen Typen 
Ergebnisse und Diskussion 
65 
 
mit jeweils einer glatten und einer granulierten (rauen) Oberfläche unterschieden werden 
(Abbildung 3.2 A). Um den Verdacht einer möglichen Kontamination auszuschließen, wurden 
weitere sequenzielle Transfers über Flüssigkulturen durchgeführt. Dabei wurden die Zellen auf 
(‒)-Ephedrin als einziger Kohlenstoffquelle und unter Selektionsdruck mittels Kanamycin 
kultiviert. Dennoch konnten die glatten und granulierten Zelltypen nicht voneinander getrennt 
werden. Darüber hinaus scheint Kanamycin einen Effekt auf die Zelloberfläche und auf die 
mikroskopische Wachstumsform zu haben. Zum einen bilden sich unter Zugabe von 
Kanamycin zur Kultur fimbria-ähnliche Strukturen auf der Zelloberfläche, welche auf den 
Kokken deutlich zu sehen sind (Abbildung 3.2 D). Zum anderen formten die Zellen in der 
exponentiellen Wachstumsphase ein Pseudomycelium (Abbildung 3.2 C).  
Zur Bestimmung der Identität des isolierten Stammes wurde die 16S rRNA-Sequenz 
untersucht. Dabei konnte eine hohe Identität von 99,47% zur Art Arthrobacter aurescens 
festgestellt werden. Das Genus Arthrobacter gehört taxonomisch zur Familie Micrococcaceae, 
welche gram-positive Bakterien mit einem hohen GC-Gehalt beinhalten (Busse et al., 2012). 
Der neu isolierte Stamm wurde unter der Bezeichnung Arthrobacter sp. TS-15 (DSM 32400) 
bei DSMZ für patentrechtliche Zwecke hinterlegt. Um ihn besser phylogenetisch einordnen zu 
können, wurde 16S rRNA von 17 Vertretern des Genus Arthrobacter untersucht. Die 
Ergebnisse sind in einem phylogenetischen Baum dargestellt (Abbildung 3.3).  
Das dargestellte Dendrogramm zeigt eine enge Verwandtschaft des isolierten Stammes 
Arthrobacter sp. TS-15 zu den Stämmen Arthrobacter aurescens TC1, Arthrobacter sp. 
Rue61a, Arthrobacter nitroguaiacolicus CMM 4924T und Arthrobacter sp. M2012083. All 
diese Stämme wurden im Zusammenhang mit dem Abbau von aromatisch toxischen 
Chemikalien isoliert. Arthrobacter aurescens TC1 wurde in den USA aus Atrazin-
kontaminierten Böden isoliert (Strong et al., 2002). Arthrobacter nitroguaiacolicus wurde in 
der Tschechischen Republik aus Waldboden über die Anreicherung auf 4-Nitroguaiacol isoliert 
(Kotoucková et al., 2004). Arthrobacter sp. Rue61a wurde aus der Abwasserkläranlage einer 
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Steinkohleteerraffinerie in Nordrhein-Westfalen mittels Anreicherung auf 2-Methylchinolin als 
einziger Kohlenstoffquelle isoliert (Hund et al., 1990). Der Stamm Arthrobacter sp. M2012083 
wurde in China aus Tabak-Abfall über die Degradierung von Nikotin isoliert (Yao et al., 2012).  
 
Abbildung 3.3: Phylogenetische Analyse basierend auf der 16S rRNA verschiedener Arthrobacter Arten. Die 
Software MegaX (10.0.3) wurde für diesen Test verwendet. Alle Lücken am Rande der Fragmente wurden vor 
dem Sequenz-Clustern ausgeschlossen. Gezeigt ist der optimale Baum mit Summe der Zweiglänge 0,23673610. 
Mit Farbe markierte Arten sind genetisch näher analysiert (siehe unten). Der Baum ist mit einer Skala verzeichnet. 
Die Zugangsnummern in der NCBI-Gendatenbank der Sequenzen sind in Klammern angegeben. (Shanati und 
Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Bei tiefgreifender Betrachtung der 16S rRNA der oben erwähnten Stämme wurde eine 100%ige 
Identität der 16S rRNA zwischen Arthrobacter sp. M2012083 und Arthrobacter 
nitroguaiacolicus CMM 4924T festgestellt. Arthrobacter nitroguaiacolicus CMM 4924T und 
Arthrobacter aurescens TC1 sind hinsichtlich ihrer 16S rRNA zu 99,88% identisch. Des 
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Weiteren zeigen Arthrobacter aurescens TC1 und Arthrobacter sp. Rue61a eine 100%ige 
Identität ihrer 16S rRNA.  
Die 16S rRNA des isolierten Stammes Arthrobacter sp. TS-15 hat mit 99,46%iger Identität eine 
höhere Übereinstimmung zu Arthrobacter nitroguaiacolicus CMM 4924T als zu Arthrobacter 
aurescens TC1 bzw. zu Arthrobacter sp. Rue61a mit einer jeweiligen 99,26%igen 16S rRNA 
Identität. Bei allen Untersuchungen wurden die Überhänge der 16S rRNA Sequenzen nicht 
betrachtet bzw. wurden vor der Analyse entfernt.  
3.1.2 Genomisolierung und Analyse 
Dae genomische DNA von TS-15 wurde isoliert, sequenziert und unter der Zugangsnummer 
(SDXQ00000000) in der Genbank als „Draft Genomsequenz“ hinterlegt. Die gewonnenen 
Genomsequenzen ermöglichen es, den Stamm Arthrobacter sp. TS-15 phylogenetisch zu 
positionieren. Die Genomgröße dieses Stammes beträgt 4.986.722 Basenpaare (bp), welche auf 
151 Contigs verteilt sind. Das Genom wurde anhand der Software CheckM (Parks et al., 2015) 
untersucht, um es auf Vollständigkeit zu überprüfen sowie eine genetische Kontamination nach 
der DNA Sequenzierung auszuschließen. Das Ergebnis zeigte eine Vollständigkeit des Genoms 
von 99,7% ohne jegliche Kontamination.  
Die Annotation des Genoms wurde mittels des automatisierten Annotationsservers RAST 
durchgeführt (Aziz et al., 2008, Overbeek et al., 2014, Brettin et al., 2015). Es konnten 
insgesamt 4810 codierende Sequenzen erkannt werden. Es wurde eine komparative Analyse 
mit anderen verwandten Stämmen TC1, Rue61, M2012083, FB24, ZXY-2 (Tabelle 3.1) 
durchgeführt. 
Trotz der höheren sowohl genetischen als auch geographischen Relevanz des Stammes 
Arthrobacter nitroguaiacolicus CMM 4924T, wurde er mangels der Genomsequenz nicht 
weiter betrachtet. 
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Bezüglich des GC-Gehalts ähneln sich TC1 und TS-15 am meisten. Die höchste Anzahl der 
DNA bindenden Proteine z. B. DNA-Polymerase, Nuklease, Helikase etc. verteilt auf ca. 252 
Open Reading Frames (ORFs) besitzt der Stamm TS-15, welche dabei 5,2 % der codierenden 
Sequenzen ausmachen. Ein Teil dieser ORFs liegt dupliziert vor, was ein Indiz für eine schnelle 
Akklimatisierung während unterschiedlicher Stressbedingungen darstellen könnte (Mongodin 
et al., 2006). 
 
Tabelle 3.1: Genomische Analyse der ausgewählten Arthrobacter Stämme. Die Daten wurden mittels RAST 
generiert.  
Stamm Genomgrößea 
(bp) 
GC-Gehalt 
(%) 
Codierende 
Sequenzen 
DNA bindende 
Proteine (%) 
Plasmide 
TC1 5.226.648 62,4 4924 4,4 2 
Rue61a 5.081.038 62,2 4841 3,8 2 
M2012083 4.629.172 62,0 4382 4,3 n.d. 
FB24  5.070.478 65,4 4736 4,5 3 
ZXY-2 5.058.708 63,3 4835 5,0 5 
TS-15 4.986.722 62,4 4805 5,2 n.d. 
a Das gesamte genomische Material (Genom-DNA plus Plasmid-DNA) wurde betrachtet. 
 
Für eine eindeutigere Einordnung des Stammes TS-15 wurde ein weiterer Vergleich über DNA-
DNA in-silico Hybridisierung (DDH) mittels des Tools „Genome to Genome Distance 
Calculator“ (GGDC) durchgeführt (Meier-Kolthoff et al., 2013) (Tabelle 3.2). Wie aus der 
Tabelle ersichtlich, zeigt Arthrobacter aurescens TC1 die engste Verwandtschaft zum neuen 
Stamm Arthrobacter sp. TS-15, knapp gefolgt vom Stamm Arthrobacter sp. Rue16a. Die 
beiden Stämme TC1 und Rue61a haben wie bereits erwähnt eine 100%ig identische 16S rRNA 
Sequenz. 
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Tabelle 3.2: In-silico DNA-DNA Hybridisierung mit verwandten Genomen des Stammes Arthrobacter sp. TS-15. 
(Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019) 
Stamm Abstand  Differenz in % (G+C) DDH a [%] 
Arthrobacter aurescens TC1 0,1264 0,06 33,1 
Arthrobacter sp. Rue61a 0,1268 0,09 33,0 
Arthrobacter sp. M2012083 0,1389 0,37 30,6 
Arthrobacter sp. FB24  0,2101 3,02 20,9 
Arthrobacter sp. ZXY-2 0,1842 0,95 23,7 
a Je größer die DHH ist, desto wahrscheinlicher sollten Stämme als eine Art eingestuft werden.  
 
Daher ist eine definierte Einordung des Stammes TS-15 bzw. eine Trennung dieses Stammes 
von anderen verwandten Stämmen allein anhand der genomischen Vergleiche schwierig. Dafür 
bedarf es sowohl biochemischer als auch physiologischer Untersuchungen. Trotzdem reichen 
die durchgeführten Tests aus, um ein Bild von der phylogenetischen Lage zu erhalten. 
Demzufolge kann dieser Stamm dem phylogenetischen Cluster der Arthrobacter aurescens 
Gruppe zugeordnet werden. 
Im nächsten Schritt wurden die erhaltenen Contigs basierend auf dem Referenzgenom von 
Arthrobacter aurescens TC1 mittels MAUVE Software Version 2.3.1 neu geordnet (Rissman 
et al., 2009), sodass die Contigs der ursprünglichen Reihenfolge des Referenzgenoms so weit 
wie möglich entsprechen. Die Ergebnisse der neu geordneten Sequenzen wurden geprüft und 
an Positionen mit geringer Homologie erneut über andere verwandte Referenzgenome 
arrangiert. Um die Differenzen zwischen dem isolierten Genom aus Arthrobacter sp. TS-15 
und den verwandten Genomen seiner Artgenossen zu lokalisieren, wurden diese Genome 
mittels der BRIG Software Version 0.95 analysiert (Alikhan et al., 2011). Das gesamte 
genetische Material (u.a. auch die Plasmid-DNA) der Stämme Arthrobacter aurescens TC1, 
Arthrobacter sp. Rue61, Arthrobacter sp. FB24 und Arthrobacter sp. ZXY-2 wurde für die 
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komparativen Analysen herangezogen. Die Differenzen zwischen den Genomen sind in 
Abbildung 3.4 als Ringe dargestellt, wobei das isolierte Genom des Stammes TS-15 im 
Hintergrund zum Vergleich steht. Bei Betrachtung der Ringe konnte ein hoch variables 
Fragment des Stammes Arthrobacter sp. ZXY-2 (Blauer Ring) zwischen 2800-2950 kbp 
detektiert werden. Dieses Fragment weist eine hohe genetische Identität zwischen 95%-98% 
zum isolierten Genom TS-15 auf. Zudem weist dieses 150 kbp große Fragment einen auffällig 
kontinuierlich negativen GC Skew auf, welcher im Genom von TS-15 einmalig vorkommt 
(siehe den Grün/Lila Ring in Abbildung 3.4). Ein GC Skew repräsentiert das Verhältnis 
zwischen Guanidin und Cytosin Basen auf einem der beiden DNA Stränge, wobei der 
Leitstrang mehr GT-Basen als der Folgestrang beinhaltet.  
Er lässt sich nach der Gleichung formuliern: 𝐺𝐶 𝑆𝑘𝑒𝑤 = (𝐺 − 𝐶)/(𝐺 + 𝐶) 
Die Konversion des GC Skew kann auf den Replikationsursprung (ori) bzw. auf den 
Replikationsterminus hindeuten (Frank und Lobry, 2000, Kono et al., 2018). Darüber hinaus 
konnten in dieser Region alle nötigen Gene für die DNA Replikationsmachinerie detektiert 
werden. Beispielsweise wurden putative codierende Gensequenzen für eine DNA-Helikase, 
eine DNA-Rekombinase, eine DNA-Topoisomerase, eine Primase, eine DNA Ligase, eine 
DNA Polymerase und andere DNA bindende Proteine identifiziert, was letztendlich diese 
Vermutung unterstützt. Von noch größerem Interesse sind die Differenzen in der hoch variablen 
Region zwischen 4500-4998 kbp. Dieser genetische Abschnitt könnte auf eine Plasmid-DNA 
bzw. auf Ereignisse des horizontalen Gentransfers (HGT) hindeuten. Um diese genetischen 
Ereignisse zu verfolgen, wurde das Genom mit der Software IslandPath-DIMOB (Bertelli und 
Brinkman, 2018) untersucht. 
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Abbildung 3.4: Schematischer Vergleich der Genome relevanter Arten zum Arthrobacter sp. TS-15 bezogen auf 
den phylogenetischen Baum. Die Kreise repräsentieren (Richtung nach außen) GC-Gehalt, GC-Tendenz (GC-
Skew) und Genome der zu TS-15 verglichenen Stämme TC1, Rue61, M20112063, FB24 und ZXY-2. (Shanati und 
Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Daraus konnten acht potentielle genomische Inseln (GIs) mit einer Gesamtgröße von 374 kbp 
und 325 codierende Sequenzen identifiziert werden. 44% dieser über HGT inserierten DNA 
konzentrieren sich in drei genomische Inseln in der Region zwischen 4500-4998 kbp 
(Abbildung 3.5 blaue Markierung). Diese Region enthält mehrere putative Rekombinasen, 
Transposasen, Integrasen, Mobile Element-Proteine, und konjugale Transfer-Proteine, welche 
möglicherweise beim lateralen Gentransfer unterstützend wirken. Zudem beinhaltet die Region 
viele „Fitness-Gene“ wie Antibiotikaresistenzgene, welche die Vitalität des bakteriellen 
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Trägers erhöhen können (Gogarten und Townsend, 2005). Die Verteilung dieser potentiellen 
genetischen Inseln ist in Abbildung 3.5 zu sehen. 
 
Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der genetischen Inseln im genetischen Material von TS-15. Blaue 
genomische Inseln (GIs) beziehen sich auf die Differenzen der Codon-Frequenzen (SIGI-HMM 
Erkennungsmethode). Orangene GIs beziehen sich auf eine differenzierende Methode (DIMOP), welche 
zusätzlich zu SIGI-HMM eine Mindestgröße von acht kodierenden Genen mit mindestens einem Mobilitätsgen, z. 
B. Transposase voraussetzt. Rote GIs resultieren aus den beiden Methoden SIGI-HMM und DIMOP. 
 
3.1.3 Bakterieller Abbau von Ephedrinisomeren 
Der neu isolierte Stamm TS-15 bietet erstmalig die Möglichkeit einer differentiellen 
Untersuchung zum Abbau verschiedener Ephedrinisomere, da dieser als einziger Stamm mit 
der Fähigkeit Ephedrin, als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu metabolisieren zur 
Verfügung steht. Aus mikrobiologischer und ökologischer Sicht stellt sich die Frage, wie sich 
der Einfluss der molekularen Stereoisomerie auf den Abbau von Ephedrin und das Wachstum 
von Mikroorganismen auswirkt. Dafür wurde der biologische Abbau aller vier Enantiomere 
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von Ephedrin mittels des isolierten Stammes studiert. Alle vier Vorkulturen wurden jeweils mit 
einem der vier Ephedrinisomere adaptiert, damit keine Unterschiede zwischen Vor- und 
Hauptkultur entstanden. Alle Hauptkulturen starteten bei einer OD600 von 0,05. Im Laufe des 
Versuches wurden Proben zur Messung der optischen Dichte und des jeweiligen abgebauten 
Ephedrin-Isomers entnommen. Als Ergebnis konnten die Zellen des Stammes Arthrobacter sp. 
TS-15 alle vier Isomere von Ephedrin als einzige Kohlenstoffquelle katabolisieren. Allerdings 
waren die Wachstumsraten der Kulturen unterschiedlich, je nachdem, auf welchem Isomer sie 
kultiviert wurden. In Abbildung 3.6 sind Wachstumskurven zusammen mit dem Abbau des 
entsprechenden Ephedrin-Isomers zu sehen. Bei Betrachtung der Kurven fällt der rapide Abbau 
(ca. 25 mg Abbau nach 25 h) von (+)-(S,S)-Pseudoephedrin auf. Im Vergleich dazu wurde sein 
Enantiomer (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin 4-fach langsamer abgebaut. Die anderen Enantiomere (‒
)-(R,S)-Ephedrin und (+)-(S,R)-Ephedrin wurden fast gleichzeitig in dem Kultivierungsmedium 
abgebaut (ca. 25mg Abbau nach 50 h). Die stationäre Phase wurde bei den Diastereomeren (+)-
(S,S)-Pseudoephedrin und  (+)-(S,R)-Ephedrin nach 70 h erreicht. Hingegen erreichten die auf 
(‒)-(R,S)-Ephedrin und (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin wachsenden Kulturen ihre stationäre Phase 
jeweils nach 92 h bzw. nach 118 h. Die höchste optische Dichte in den Wachstumsmedien 
wurde bei den Diastereomeren (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin und (+)-(S,R)-Ephedrin beobachtet. 
Aus den Kurven in Abbildung 3.6 können die Wachstums- und Abbauendpunkte entnommen 
werden. Um diese Zusammenhänge in Zahlen auszudrücken, wurden die Verdopplungszeiten 
der Zellen und die Halbwertszeiten der Isomere berechnet und in der Abbildung 3.7 dargestellt. 
Die Halbwertszeiten leiten sich aus dem exponentiellen Substanzzerfall ab und die 
Verdopplungszeiten wurden über die exponentielle Wachstumsphase der jeweiligen Kultur 
bestimmt. Der Abbau von (‒)-(R,S)-Ephedrin verläuft schneller (Halbwertszeit ca. 13,1 h) als 
bei dessen Enantiomer (+)-(S,R)-Ephedrin (ca. 21,4 h). Dementsprechend zeigen sich 
Unterschiede in den Verdopplungszeiten dieser jeweiligen Kulturen, wobei die Kulturen mit (‒
)-(R,S)-Ephedrin und (+)-(S,R)-Ephedrin eine Verdopplungszeit von jeweils ca. 6,5 h und 11,1 
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h aufweisen. Bei den anderen Enantiomeren (+)-(S,S)-Pseudoephedrin und (‒)-(R,R)-
Pseudoephedrin waren die Unterschiede der Halbwertszeiten und der Verdopplungszeiten noch 
deutlicher zu beobachten.  
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Abbildung 3.6: Wachstumskurven von TS-15 im Zusammenhang mit dem Abbau von allen vier 
Ephedrinisomeren bei 30 °C. (●) Kulturwachstum, (■) Abbau von Ephedrinisomeren und (▲) akkumuliertes 
Methcathinon im Kultivierungsmedium (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
(+)-(S,S)-Pseudoephedrin zeigte die kürzeste Halbwertszeit von ca. 6,3 h im 
Kultivierungsmedium, gekoppelt mit der höchsten Wachstumsrate (Verdopplungszeit ca. 4,4 
h). Interessanterweise verlief das Wachstum der Kultur trotz der vollendeten Degradierung von 
(+)-(S,S)-Pseudoephedrin weiter. Das deutet darauf hin, dass die Zellen (+)-(S,S)-
Pseudoephedrin vollständig oxidierten und sich schließlich von dessen Intermediaten ernährten 
(Abbildung 3.6). 
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Mit ca. 39,5 h wurde die höchste biologische Halbwertszeit bei (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin, 
dessen Kulturen ebenfalls die höchste Verdopplungszeit von ca. 31,7 h aufweisen, detektiert. 
Im Gegenteil zu (+)-(S,S)-Pseudoephedrin verlief der Abbau von (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin 
analog zum Wachstum der Kultur, was auf einen gleichmäßigen Metabolismus zwischen dem 
Ausgangsubstrat (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin und dessen Intermediate hindeutet.  
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Abbildung 3.7: Biologische Halbwertszeiten (weiß) zur Eliminierung des jeweiligen Ephedrin-Isomers in Bezug 
auf die Verdopplungszeit (grau) der Zellen von TS-15 in Salzmedium bei 30 °C. (Shanati und Ansorge-
Schumacher, 2019) 
 
Zur Klärung der beobachteten Unterschiede beim biologischen Abbau der Ephedrinisomere 
werden die entstandenen Metabolite analysiert. Die Ergebnisse könnten Aufschluss über die 
potentiellen Abbauwege und die dazu gehörigen Enzyme geben. Außerdem wurde untersucht, 
welche Metabolite bei Einsatz eines Zelllysates entstanden, um die erfolgte Oxidationsaktivität 
ohne Zellmembranbarriere zu testen. Die Metabolite wurden extrahiert und mittels GC-MS 
analysiert. Das charakteristische Massenspektrum der extrahierten Metabolite, sowohl aus dem 
Kultivierungsmedium (Abbildung 3.8), als auch aus der Reaktion im Zelllysat von TS-15 
(Abbildung 3.9), zeigte Methcathinon als Hauptintermediat.  
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Alle Fragmentierungsmuster wurden mit ähnlichen Histogrammen potentieller Ausgangsionen 
aus der Literatur verglichen. Die aus dem Medium detektierten Metabolite sind 1-
Phenylpropan-1,2-dion (PPD), Phenylacetylcarbinol (PAC), Methcathinon sowie Benzoesäure. 
Bei der Analyse von Zelllysat zeigte sich, dass Benzaldehyd und Methcathinon als Metabolite 
entstehen. Daraus lässt sich vermuten, dass Ephedrinisomere durch eine Oxidation der (S)- und 
(R)-konfigurierten Alkoholgruppe zu Methcathinon enzymatisch oxidiert werden (Abbildung 
3.10).  
A) 
Abbildung 3.8: A) Gaschromatogramm der 
extrahierten Intermediate aus dem 
Kultivierungsmedium. B) Massenspektren 
der Ionen-Fragmente 1, Phenylpropandion, 
2, Benzoesäure, 3, Phenylacetylcarbinol, 4, 
Methcathinon, 5, Ephedrin. Die restlichen 
Peaks konnten nicht identifiziert werden 
(Shanati und Ansorge-Schumacher 2019). 
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Die Cofaktor-Abhängigkeit in dieser Reaktion wurde anschließend untersucht, in welcher 
jeweils FAD, FMN, NAD+ und NADP+ als überschüssiges Oxidationsmittel zusammen mit 
Ephedrin zugesetzt wurden. Die Analytik wurde per Gaschromatographie durchgeführt. 
 
 
Lediglich aus den Proben mit NAD+ als Cofaktor konnten Ephedrinumsatz und Methcathinon 
als Produkt detektiert werden. Mittels photometrischen Assays (bei 340 nm) wurde keine 
Aktivität bei der Zugabe NADP+ als Oxidationsmittel detektiert. Diese zugrunde liegende 
enzymatische Aktivität kann entweder durch eine promiskuitive, unspezifische enzymatische 
Aktivität oder durch ein bestimmtes Enzym hervorgerufen werden (Abbildung 3.10).  
Zur Isolierung bzw. Identifizierung des aktiven Enzyms wurden Kulturen in einem 1 L Medium 
eingesetzt, um das Protein aus dem Wildtyp mit klassischen Reinigungsmethoden anzureichern 
bzw. zu isolieren. Das Wachstum der Kulturen war jedoch auf eine maximale OD600 von 2 
limitiert, sodass eine Optimierung des Wachstums zur Bereitstellung von Ausgangsprobe der 
Zellextrakte mit einer höheren enzymatischen Aktivität nötig war. 
Abbildung 3.9: Detektion der Intermediate mittels GC-MS nach der Extraktion aus dem Reaktionsassay 
mit dem Zelllysat von TS-15, 5 mM Ephedrin in 100 mM Phosphatpuffer pH 7,8 und 10 mM NAD+. A) 
GC Chromatogramm. B) Postulierte Massenspektren der fragmentierten Ausgangsionen von 1, 
Benzaldehyd, 2, Methcathinon und 3, Ephedrin. 
A
) 
B) 
1 
2 
3 1 
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NAD+ NADH
TS-15
(N,N)-(Pseudo)-Ephedrin (N)-Methcathinon  
Abbildung 3.10: Reaktionsschema zur Oxidation von Ephedrinisomeren in Richtung Methcathinon mittels des 
Zelllextrakts von TS-15. 
 
Die Medienoptimierung sollte den Zellen Energie liefern, ohne dabei fremde C-Quellen 
zuzuführen, damit die bakteriellen Zellen gezwungen bleiben, Ephedrin zu katalysieren. Die 
energiereiche chemische Bindung Diphosphorsäureester im anorganischen Diphosphat wurde 
hierfür in Konzentrationen von 1-10 mM in Minimalsalzmedium getestet. Eine Diphosphat-
Konzentration von 3 mM zeigte eine vierfache Verbesserung der gesuchten enzymatischen 
Aktivität und des Kulturwachstums im Vergleich zu Kulturen ohne Diphosphat. Diese 
Konzentration an Diphosphat wurde dem Kultivierungsmedium für die Kultivierung zur 
Proteinanreicherung zugegeben.  
 
3.2 Pseudoephedrin und Ephedrin Dehydrogenasen 
3.2.1 Proteinisolierung und Identifikation einer neuen Dehydrogenase 
Da die höchste Wachstumsrate der bakteriellen Kulturen mit (+)-(S,S)-Pseudoephedrin 
detektiert wurde, wurde dieses Isomer als einzige Kohlenstoffressource zur 
Proteinanreicherung verwendet. Zu 1 L Minimalmedium wurden 10 mM (+)-(S,S)-
Pseudoephedrin gegeben. Die Hauptkultur wurde mit einer über Nacht gewachsenen 
Starterkultur auf eine OD600 von 0,06 inokuliert. Nach 48 h erreichte die Kultur eine OD600 von 
ca. 2,5. Da die gemessene oxidative Aktivität der Zellextrakte sehr gering war, wurde 2 mM 
(+)-(S,S)-Pseudoephedrin eine Stunde vor der Zellernte zur Induktion der Zellen zugegeben. 
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Nach fraktionierter Proteinfällung mit Ammoniumsulfat wurden die Fraktionen, denen 45-55% 
Ammoniumsulfatlösung (1,9-2,4 M Ammoniumsulfat) zugesetzt worden war, miteinander 
vereint. Da die Proben bereits in Ammoniumsulfat gelöst waren, wurde das Zielprotein über 
hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) weiter angereichert. Durch einen 
Stufengradienten (zwischen 100-0% Ammoniumsulfat) wurde das aktive Protein bei einer 
Ammoniumsulfat-Konzentration von 30% (1,2 M Ammoniumsulfat) eluiert. Die Fraktionen 
mit der höchsten Aktivität wurden miteinander vereint und anschließend der Puffer gewechselt, 
um das Ammoniumsulfat zu entfernen. Im letzten Reinigungsschritt wurde über 
Ionenaustauschchromatographie (IC) durch einen Gradienten (zwischen 0-100% 
Natriumchlorid), die höchste oxidierende Aktivität bei 45-65% Natriumchlorid (0,45-0,65 mM 
Natriumchlorid) detektiert. Die Daten zur Ausbeute und zur Proteinanreicherung sind in 
Tabelle 3.3 zusammengefasst. 
 
Tabelle 3.3: Reinigung des Enzyms mit erzielter oxidativer Aktivität (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). 
Reinigungsschritt Proteinmenge 
(mg) 
Totale 
Aktivitäta 
(U) 
Spezifische 
Aktivität  
(U mg-1) 
Ausbeute 
(%) 
Anreicherung 
(x-fach) 
Zelllysat 448,1 10,5 0,02 100,0 1,0 
Ammoniumsulfat 33,5 2,9 0,09 27,6 3,7 
Resource Phe 1,0 0,5 0,50 4,6 21,2 
Resource Q 0,03 0,1 4,67 1,2 198,6 
a: µmol NAD+ reduziert pro min mit (+)-(S,S)-Pseudoephedrin als Substrat (weitere Details in Materialen und 
Methoden). 
 
Nach dem letzten Reinigungsschritt des Zielproteins konnte eine ca. 198-fache Steigerung der 
spezifischen Aktivität im Vergleich zur Ausgangsprobe im Zellextrakt erzielt werden. In 
Abbildung 3.11 ist eine Bande bei ca. 30 kDa im PAGE zu sehen, in der möglicherweise 
die Zielenzyme angereichert wurden. Zur Identifizierung der angereicherten Proteine, wurde 
die Bande bei einer geschätzten molaren Masse von ca. 30 kDa aus dem Gel geschnitten und 
zum Peptidmassenfingerprint geschickt. Es wurden 51 Protein-Hits mit 131 verschiedenen 
Peptidsequenzen detektiert. 
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Abbildung 3.11: SDS-PAGE zur Veranschaulichung des Anreicherungsverfahrens des Zielenzyms aus dem 
Zellextrakt von Arthrobacter sp. TS-15. M: Molekularer Massenmarker, A: Zellextrakt, B: Vereinte Fraktionen 
nach der Fällung mit Ammoniumsulfat, C: Vereinte Fraktionen nach der Hydrophoben 
Interaktionschromatographie, D: Angereicherte Proteine (besonders stark bei ca. 30 kDa) nach dem letzten 
Reinigungsschritt mittels Ionenaustauschchromatographie (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Um das richtige Protein aus diesen Hits zu identifizieren, wurde mithilfe von rationalem Genom 
Mining das Zielgen gesucht. Dabei wurden diese Hits bioinformatisch über 
Ausschlussverfahren analysiert. Die resultierten Peptidsequenzen wurden zuerst auf das Genom 
vom TS-15 gemappt. Anschließend wurden die Genome von TS-15 und TC1 mit einander 
verglichen. Wie oben bereits erwähnt, wurde experimentell festgestellt, dass TC1 kein Ephedrin 
als einzige C-Quelle metabolisieren kann. Deswegen wurden nur die Peptide betrachtet, welche 
ausschließlich in TS-15 vorkommen. Interessant hierbei war Hit Nummer 40, welcher nur in 
TS-15 vorkommt und in der Nähe eines potentiellen beta-Ketoadipat-Genclusters liegt. Der 
beta-Ketoadipat-Stoffwechselweg wird von Bodenbakterien für den Abbau von aromatischen 
Verbindungen verwendet (Harwood und Parales, 1996). Das Gencluster könnte also für den 
Ephedrin Abbau als aromatische Verbindung von Nutzen sein. Deshalb wurde das Genom an 
dieser Stelle näher untersucht. Über ein BLAST- Alignment konnten in dem Genom von TS-
15 zwei beta-Ketoadipat-Gencluster gefunden werden (Abbildung 3.12). Das erste Gencluster 
für den Metabolismus von Derivaten des Catechols (cat1) in TS-15 beinhaltet neun potentielle 
Gene, die einem Gencluster aus TC1 zu 90% identisch sind. Diese neun Gene sind 
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Untereinheiten der Catechol-3,4-Dioxygenase (catH/catG), 3-Carboxy-cis, cis-muconat 
Cycloisomerase (catB), beta-Ketoadipat-Enol-Lacton-Hydrolase (catD), 4-
Carboxymuconolacton-Decarboxylase (catC), 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (catF), 
Untereinheiten von 3-Ketoacid-CoA-Transferase (catI/catJ) und ein regulatorisches Protein für 
cat (catR). Das zweite Gencluster cat2 besteht aus lediglich fünf Genen aus dem cat 
Stoffwechsel (catD, catF, catI, catJ und catR). Aufwärts neben der catD beginnt ein neues 
potentielles Operon und beinhaltet Gene für mögliche vier Oxidoreduktasen (EDH, PseDH, 
ACAD und fre), zwei Membrantransporter (benK und aap) und ein regulatorisches Protein 
(catR).
 
Abbildung 3.11: Drei beta-Ketoadipat-Gencluster für den Metabolismus von Catechol (cat). Das erste Cluster 
stammt von Arthrobacter aurescens TC1 cat und die anderen Cluster cat1 und cat2 gehören dem neuen Stamm 
Arthrobacter sp. TS-15. Alle drei Cluster zeigen hohe Homologien, dargestellt mittels der blauen Pfeile. Die 
grauen Gene haben hohe Homologien nur zwischen TC1_cat und TS-15_cat1. Das untererste Cluster TS-15_cat2 
zeigt neue Gene, welche in den häufigen beta-Ketoadipat-Genclustern noch nicht bekannt sind. Dieses neue 
Fragment kam in der NCBI-Datenbank bis dato nicht vor. Abkürzungen sind im Text beschrieben. (Shanati und 
Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Die Oxidoreduktasen sind in diesem Cluster von besonderem Interesse, weil ein Hit aus dem 
Peptidmassenfingerprint innerhalb des PseDH-Gens gefunden wurde. Außerdem wurde 
ursprünglich von einer oxidativen Aktivität ausgegangen. Die Oxidoreduktasen PseDH und 
EDH sollten entsprechend ihrer Aminosäuresequenzlänge (jeweils 274 AS und 249 AS) zu der 
Familie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (Short-Chain 
Dehydrogenases/Reductases) (SDR) zugehörig sein. Die Oxidoreduktase fre ist 
möglicherweise eine putative konservierte Flavin-Reduktase, welche Riboflavin z. B. FAD mit 
Hilfe von NAD(P)H, als Reduktionsmittel zu FADH2 reduziert. Die letzte Oxidoreduktase 
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wurde als putative FAD abhängige Acyl-CoA-Dehydrogenase kategorisiert, welche in der beta-
Oxidation der Fettsäuren Cα-Cβ zu trans-C=C oxidiert. 
Zunächst wurde die Funktionalität der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen PseDH und 
EDH getestet. 
3.2.2 Heterologe Genexpression der Dehydrogenasen 
Die Gene der potentiellen SDRs wurden aus dem Genom von TS-15 mit geeigneten 
Oligonukleotiden (Siehe Materialien und Methoden) isoliert, in pET19 kloniert und in E. coli 
DH5α und T7 SHuffle transformiert.  
Nach der rekombinanten Herstellung der Ephedrin Dehydrogenase war die Ausbeute niedrig 
(zwischen 8-10 mg gereinigtes Protein pro Liter Kulturmedium). Das am höchsten exprimierte 
Protein EDH bildet ein unlösliches Proteinaggregat in Einschlusskörperchen (Inclusion Bodies) 
im Zellpellet.  
Eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen war notwendig und wurde in jeweils 50 mL 
Medium durchgeführt. Die Optimierung resultierte in einer verbesserten Expression mit 
Unterdrückung der Generierung der Inclusion Bodies in den E. coli Zellen. Diese Optimierung 
basiert auf der Minimierung der Induktionsstärke. Dabei wurden die Zellen vor der Induktion 
(bei einer OD600 zwischen 0,8-1) für 30 min bei 4 °C gelagert. Anschließend wurde die 
Proteinexpression mit 30 µM IPTG statt 500 µM induziert, anschließend verlief die Expression 
bei 20 °C (statt 30 °C) über 16 h. Somit konnte ca. 40 mg Protein pro Liter Kultur nach dieser 
Optimierung erzielt werden. Die Proteinexpression der anderen Dehydrogenase PseDH wurde 
mit 100 µM IPTG induziert. Die restlichen Expressionsbedingungen waren ähnlich zu der 
Expression der EDH. Aus einem Liter Medium konnte ca. 70 mg reine PseDH erzielt werden. 
Diese Optimierungen waren ausreichend, um genügend reines Protein für die Charakterisierung 
zu produzieren (Abbildung 3.13).  
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Abbildung 3.13: SDS-PAGE der gereinigten rekombinanten Proteine Ephedrin Dehydrogenase (EDH) und 
Pseudoephedrin Dehydrogenase (PseDH). M, molekularer Massenmarker, C, Zellextrakt, P, Zellpellet, E, eluiertes 
gereinigtes Protein nach der Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) (Shanati und 
Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
3.2.3 Funktion der neuen kurzkettigen Dehydrogenasen 
Die gereinigten Enzyme wurden auf ihre Aktivität hin mittels eines photometrischen Assays 
getestet. Überraschenderweise waren beide Enzyme auf Ephedrinisomeren 
enantiokomplementär aktiv. PseDH zeigte oxidative Aktivität auf die Diastereomere (+)-(S,S)-
Pseudoephedrin und (+)-(S,R)-Ephedrin. EDH oxidierte (‒)-(R,S)-Ephedrin und (‒)-(R,R)-
Pseudoephedrin. Daher ist die optische Konformation der Alkoholgruppe und nicht der 
Methylamin-Substituent für die Aktivität beider Dehydrogenasen entscheidend. Das bedeutet, 
beide Dehydrogenasen sind strikt enantioselektiv für ihr natürliches jeweiliges Enantiomer. Die 
Produkte nach der enzymatischen Oxidation aller Ephedrinisomere stimmten mit den 
Metaboliten überein, die im Minimalmedium mittels gaschromatographischer Analyse 
identifiziert wurden. Dabei entstand das N-Methcathinon als einziges Produkt. Die 
enzymatische Reaktion mittels PseDH und EDH führte spezifisch zur Oxidation der 
Alkoholgruppe an den jeweiligen Ephedrinisomeren und nicht zur Oxidation der Methylamin-
Gruppe. Die Methylamin-Seitenkette wurde durch diese Enzyme nicht umgesetzt (Siehe 
Abbildung 3.14).  
L_P_M_E_E M_P_L_E_E 
PseDH EDH 
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PseDH
(N)-Methcathinon
NAD+
EDH
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(-)-(R,N)-(Pseudo-)Ephedrin
NADH NADH
(+)-(S,N)-(Pseudo-)Ephedrin
 
Abbildung 3.14: Reaktionsschema der enantioselektiven Oxidation von (+)-(S,N)-(Pseudo-)Ephedrin und (‒)-
(R,N)-(Pseudo-)Ephedrin mittels PseDH und EDH. Die Oxidation erfolgt bei der Hydroxylgruppe in Richtung von 
(S/R)-Methcathinon (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
3.2.4 Kinetik der Oxidation der Ephedrinisomere  
Die Kinetik des Umsatzes unterschiedlicher Ephedrinisomere zeigte auffällige Enzym-
Substrat-Interaktionen. Bei PseDH war die maximale Reaktionsgeschwindigkeit für die 
Oxidation von (+)-(S,S)-Pseudoephedrin (V-max ca. 7,3 U mg-1) ca. 2,6-fach höher als bei der 
Oxidation von (+)-(S,R)-Ephedrin (Vmax ca. 2,8 U mg-1) (Abbildung 3.15A-B). Die Enzym-
Substrat-Affinität im Falle (+)-(S,S)- Pseudoephedrin war höher (Km 0,26 mM) als bei (+)-
(S,R)- Ephedrin (Km 0,33 mM). Beide Diastereomere (+)-(S,S)-Pseudoephedrin und (+)-(S,R)- 
Ephedrin zeigten keine inhibitorischen Effekte. Im Falle der EDH war dagegen eine deutliche 
Substrat- und/oder Produktinhibierung zu erkennen. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
war 1,2-fach höher für (‒)-(R,S)-Ephedrin im Vergleich zu (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin. Die 
Michaelis-Menten-Konstanten waren gleich bei den beiden Diastereomeren (Km 0,33 mM). 
Hingegen waren die Unterschiede der Inhibierungskonstanten deutlicher ausgeprägt. (‒)-(R,R)-
Pseudoephedrin verursachte eine 2,6-fach stärkere Enzymhemmung (Ki 1,8 mM) als sein 
Diastereomer (‒)-(R,S)-Ephedrin (Ki 4,6 mM) (Abbildung 3.15C-D). 
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Abbildung 3.15: Kinetik der Umsetzungen von Ephedrinisomeren mit PseDH und EDH, A, (+)-(S,S)-
Pseudoephedrin, B, (+)-(S,R)-Ephedrin, C, (‒)-(R,S)-Ephedrin und D, (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin. A und B wurden 
mittels PseDH generiert, C und D mittels EDH (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Bei einer anderen Betrachtung hinsichtlich der Enantiomere bzw. des Cofaktors stellte sich 
heraus, dass PseDH eine 1,7-fach höhere maximale Reaktionsgeschwindigkeit mit (+)-(S,S)- 
Pseudoephedrin zeigte als die EDH mit dem komplementären Enantiomer. EDH hingegen 
zeigte eine zweifach höhere Reaktionsgeschwindigkeit mit (‒)-(R,S)-Ephedrin als dessen 
Enantiomer (+)-(S,R)-Ephedrin mit PseDH. Die EDH hatte eine ca. 10-fach höhere Affinität zu 
ihren Substraten als PseDH. Dies war auch der Fall mit dem Cofaktor NAD+, zu dem EDH eine 
dreifach höhere Affinität als PseDH zeigte (Abbildung 3.16). Die maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit für NAD+ war mit PseDH 1,7-fach höher als mit EDH. 
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Abbildung 3.16: Kinetische Daten der Reduktion vom NAD+ mittels PseDH bzw. EDH (Shanati und Ansorge-
Schumacher, 2019). 
 
Die katalytischen Konstanten (kcat) von PseDH und EDH sind in Tabelle 4 gelistet. Der kcat 
Wert von PseDH beträgt 3,77 s-1 wobei (+)-(S,S)-Pseudoephedrin die höchste molekulare 
Aktivität im Vergleich zu den restlichen Ephedrin Isomeren aufweist. Die niedrigste 
Geschwindigkeitskonstante wurde ebenfalls bei PseDH mit (+)-(S,R)-Ephedrin festgestellt. Die 
andere Dehydrogenase EDH zeigte vergleichbare Geschwindigkeitskonstanten mit ihren 
Substraten.  
 
Tabelle 3.4: Kinetische Parameter der Oxidation von Ephedrinisomeren mittels PseDH und EDH (Shanati und 
Ansorge-Schumacher, 2019). 
Substrat vmax (U mg-1) Km (mM) Ki (mM) kcat (s-1) 
PseDH 
(+)-(S,S)-Pseudoephedrin 7,3±0,19 0,263±0,03  3,77±0,10 
(+)-(S,R)-Ephedrin 2,8±0,07 0,33±0,03  1,45±0,04 
NAD+ 17,88±0,44 3,4±0,26  9,22±0,23 
EDH 
(‒)-(R,S)-Ephedrin 5,48±0,2 0,036±0,00 4,61±0,59 2,62±0,10 
(‒)-(R,R)-Pseudoephedrin 4,29±0,36 0,094±0,01 1,78±0,32 2,06±0,17 
NAD+ 11,36±0,11 0,11±0,00 
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3.3 Diskussion der mikrobiologischen Ergebnisse 
3.3.1 Arthrobacter als Isolat aus Umweltproben 
Arthrobacter Arten sind ubiquitär und nicht selten die erste bakterielle Spezies, welche sich an 
kontaminierten Habitaten ansiedelt. Arthrobacter spp. beispielsweise wurden aus einer mit dem 
Fungizid Triadimenol behandelten Phyllosphäre der Apfelbäume und unterschiedlicher 
Wiesengräser isoliert. Die Isolierung basierte auf einer Anreicherung auf 4-Chlorophenol, 
welches als Produkt der Lichtdegradierung von Triadimenol entsteht (Scheublin und Leveau, 
2013). Arthrobacter aurescens TC1 wurde aus mit dem Herbizid Atrazin kontaminierten 
Flächen isoliert (Strong et al., 2002). A. sp. Rue61a wurde aus einer Abwasserkläranlage einer 
Raffinerie mittels einer Anreicherung auf 2-Methylchinolin isoliert (Hund et al., 1990). Aus 
mit Uran kontaminierten Minen konnten Arthrobacter Spezies isoliert werden (Suzuki und 
Banfield, 2004). Selbst im Meeressediment der Antarktik in einer Tiefe von 400 m wurde die 
Spezies Arthrobacter antarcticus sp. nov. isoliert (Pindi et al., 2009). Dies deutet auf die 
metabolische Vielseitigkeit und eine hohe Überlebensfähigkeit unter verschiedenen 
Stressbedingungen hin.  
Bei einer Anreicherung auf Ephedrin als einziger C-Quelle wurde Arthrobacter globiformis 
isoliert (Klamann et al.,1976). In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls Arthrobacter sp. 
TS-15 mittels Ephedrins als einziger C-Quelle isoliert werden. 
 
3.3.2 Morphologische Eigenschaften von TS-15 
Wie oben erwähnt, konnten anhand der Rastermikroskopie-Aufnahmen Auffälligkeiten 
hinsichtlich der Ausbildung zweier Phänotypen mit unterschiedlichen Zelloberflächen 
beobachtet werden (Abbildung 3.2 A), was durch andere Forscher, beispielsweise beim Stamm 
Actinobacillus actinomycetemcomitans, bereits berichtet wurde (Inouye et al., 1990, Haase et 
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al., 1999). Pseudomonas aeruginosa und manche Mykobakterien entwickeln während des 
Wachstums auf langkettigen n-Alkanen diese Phänotypen (Belisle und Brennan, 1989). Diese 
Variationen können ein Zeichen für die Erhöhung der Akklimatisationsfähigkeiten einer 
bakteriellen Art sein. Während bei der Kultivierung im LB-Medium hauptsächlich die glatte 
Form zu beobachten war, dominierte die raue Form deutlich unter Stressbedingungen. 
Beispielsweise bei der Kultivierung im Ephedrin-Salzmedium war die raue Form dominant, 
was möglicherweise als eine Reaktion zur Adhäsion an Oberflächen oder zum Tausch 
genetischer Materialien auf Stress hindeuten könnte (Belisle und Brennan, 1989). Eine weitere 
Beobachtung in diesem Stamm war bei der Bildung von Fimbria, welche meistens während des 
Wachstums in Anwesenheit von Kanamycin im REM Aufnahmen zu sehen sind (Abbildung 
3.2 D). Diese Fimbria können viele zelluläre Funktionen haben, u.a. Adhäsion (Klemm und 
Schembri, 2000), was zur Bildung eines einzigen Klumpens in der Flüssigkultur bei leichtem 
Schütteln von 50 rpm führen könnte. Zudem war die Bildung von Pseudomycelium während 
der exponentiellen Wachstumsphase der Kulturen mit Kanamycin zu sehen (Abbildung 3.2 C), 
was ebenfalls eine Reaktion auf Stressbedingungen sein könnte. Dieses Phänomen wurde 
ebenfalls bei wachsenden bakteriellen Zellen der Art Arthrobacter globiformis ATCC8010 
unter Stressbedingungen beobachtet (Germida und Casida, 1980). 
 
3.3.3 Optimierung des Minimalsalzmediums 
3.3.3.1 Kanamycin-Resistenz bei TS-15 
In dieser Arbeit wurde Kanamycin als Selektionsmarker bei einer Konzentration von 30 µg mL-
1 sporadisch während der Kultivierung des Stammes TS-15 zugegeben, um die Reinheit des 
Isolats abzusichern. Bei einer Genomanalyse von TS-15 konnte das verantwortliche codierende 
Gen für die Aminoglycosid-Phosphotransferase gefunden werden, welches für die 
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experimentell nachgewiesene Resistenz verantwortlich ist. Dieses Gen konnte bei anderen 
Arthrobacter Arten nicht detektiert werden. Dies ist wenig überraschend, weil die 
Bodenbakterien ständig veränderten Umweltbedingungen ausgesetzt sind. Dabei werden Gene 
akquiriert oder gehen verloren, wenn kein Bedarf besteht, diese zu behalten. Untypisch an dem 
Kanamycin-Resistenzgen in diesem Fall sind jedoch die es umgebenden Gene.  
   
Abbildung 3.17: Contig PSX_01 aus dem Draft-Genom von TS-15. Gezeigt sind drei blau annotierte 
Resistenzgene (basta, bla and aph), zwei orangene, welche einen Replikationsursprung codieren (F1-ori, CoLI1 
ori) sowie das graue Gen, welches eine β-Galactosidase (lacZ) exprimiert. Dies deutet auf ein künstliches Plasmid 
in diesem „Wildtyp“ Stamm hin (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). 
 
Überraschenderweise trägt dieser Stamm ein genetisches Gensegment mit sich, welches auf ein 
künstliches Plasmid hinweist. Dieses Plasmid besitzt die „Handschrift“ molekular 
biotechnologischer Laborarbeiten. Das Segment erstreckt sich auf eine Länge von ca. 5 kbp und 
besitzt den F1 ori der F1 Bakteriophagen sowie ColE1 ori aus E. coli. Zudem trägt das Plasmid 
drei unterschiedliche Resistenzgene, nämlich das für eine Aminoglycosid-Phosphotransferase 
(gegen Kanamycin/aph), eine Phosphinothricin-Acetyltransferase (gegen Glufosinat/basta) 
und für eine β-Lactamase (gegen Ampicillin/bla) sowie ein Gen aus dem Lac-Operon; für β-
Galactosidase, das lacZ Gen (Abbildung 3.17). Dies birgt ein hohes Potential, dass dieses 
Plasmid bereits im Boden über eine mögliche Konjugation aus anderen Mikroorganismen 
erworben oder zufällig mittels freier DNA aus seiner natürlichen Umgebung aufgenommen 
wurde. Die genomische Sequenz von TS-15 liegt in Form eines Draft-Genoms und nicht als 
komplette Genomsequenz vor, wobei die Plasmid-Sequenz als einzelnes Contig vorliegt. Somit 
bleibt unklar, wie sich dieses Gensegment in dem gram-positiven Arthrobacter sp. TS-15 über 
Generation erhalten hat. Die Plasmid-Sequenz mit dem Abschnitt zwischen F1 ori und ColE1 
ori wurde über BLAST-Recherche in Prokaryoten sowie Eukaryoten gefunden. Die 
Organismen in Tabelle 3.5 sind die einzigen Funde aus der Datenbank (NCBI) mit dem 
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Plasmid-Abschnitt „F1 ori-bla-ColE1 ori“, welcher im Genom integriert wurde. 
Interessanterweise konnte bei einigen dieser Organismen kein Hinweis gefunden werden, ob es 
sich bei ihnen um genetisch veränderte Organismen handelt. Diese Integrationsevents spiegeln 
sich in dem Genom von TS-15 wider und lassen die Möglichkeit einer genomischen Integration 
dieses Plasmids über die Evolution des Stammes hinweg offen. 
 
Tabelle 3.5: Alle Organismen, die F1 ori, ColE1 und bla im Genom bis dato beinhalten. Sie wurden durch eine 
Blast-Recherche in der Datenbank NCBI gefunden.  
Organismus  Zugangsnummer Kommentar GVOa Referenz 
Mycoplasma 
mycoides GM12 
transgenetischer 
Klon 
NZ_CP001621 erste Demonstration einer 
bakteriellen 
Genomtransplantation 
Ja - 
Bifidobacterium 
longum E18 
NZ_CM002287 aus Fäkalien eines 
„gesunden“ Menschen 
Nein Zhurina et 
al., 2013 
Bacillus subtilis 
BSn5 
NC_014976 Aus dem Kallus bei 
Gentransfer von Teufelszunge 
(Amorphophallus konjac) 
Nein Deng et 
al., 2011 
Brassica napus 
cultivar ZS11 
NC_027763 Kein Hinweis auf GVO. Nein Sun et al., 
2017 
Solanum 
pennellii 
NZ_028646 Kein Hinweis auf GVO. Nein Bolger et 
al., 2014 
a: gentechnisch veränderter Organismus. 
Da die Evolution des neu isolierten Stammes nicht Kern dieser Arbeit ist, wurde sie nicht 
weiterverfolgt.  
3.3.3.2 Diphosphat als zusätzliches Additiv 
Diphosphat könnte in hoher Konzentration einen Stressfaktor für die Zellen bedeuten, in dem 
es als Komplexbildner die divalenten Kationen bindet, sodass die Zellen unter einer 
suboptimalen Versorgung mit den für ihre Vitalität notwendigen Kationen leiden (Germida und 
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Casida, 1980). Daher war es wichtig, die richtige Dosierung für das Minimalmedium zu 
bestimmen. 
Auf der anderen Seite könnte diese energiereiche chemische Bindung Diphosphorsäureester 
den Stoffwechsel der Zellen als Energieressource unterstützen (Gest, 1972, Liu, et al., 1983, 
Baykov et al., 2013). Das anorganische Diphosphat (PPi) besteht aus zwei Phosphatmolekülen, 
die über eine Phosphoanhydrid-Bindung miteinander verbunden sind. Das anorganische 
Diphosphat per se könnte ein Vorgänger des Adenosintriphosphats (ATP) in der biochemischen 
Evolution darstellen, welches bereits als Energielieferant in der Zelle für viele biochemische 
Reaktionen bekannt ist und zwei solche energiereichen Bindungen besitzt (Abbildung 3.18).  
-G° = 30 kJ mol-1
-G° = 20-25 kJ mol-1
 
Abbildung 3.18: Die Hydrolyse von PPi erzeugt vergleichbar zur Hydrolyse von ATP relevante Energie zum 
Ankurbeln von biochemischen Reaktionen. A, Adenosinrest. (modifiziert nach Baykov et al., 2013). 
 
Die Hydrolyse von Diphosphat zu Phosphat mittels der Kationenpumpe Na+/H+ Diphosphatase 
hat Bakterien bzw. Archaeen mit der für das Überleben notwendigen Energie versorgt (Baykov 
et al., 2013). Zudem spielt Diphosphat innerhalb der Zelle in verschiedenen metabolischen 
Wegen und als Energiespeicher eine essentielle regulatorische Rolle (Heinonen, 2001). 
Zusammenfassend verursachte die Zugabe von Diphosphat eine wesentliche Verbesserung 
während der Kultivierung der Zellen in Minimalmedium, sodass diese vierfach höhere 
Aktivitäten und ein verbessertes Wachstum im Gegensatz zu den Kulturen ohne Diphosphat 
aufwiesen.  
Ergebnisse und Diskussion 
92 
 
Dadurch wurde die Anreicherung von PseDH und EDH optimiert, die in einem neuen 
Gencluster codiert werden. Die Herkunft dieses Genclusters wird im foldenden Kapitel 
erläutert. 
3.3.4 Herkunft des Ephedrin Genclusters 
Der Stamm TS-15 lässt sich der genetischen Gruppe A. aurescens unterordnen und nicht unter 
A. globiformis, wie im Falle der Studie von Klamann et al., 1976. Die Fähigkeit, Ephedrin als 
einzige Energie- und Kohlenstoffquelle metabolisieren zu können, ist möglicherweise von 
Arthrobacter Arten über horizontalen Gentransfer akquiriert worden. Diese Vermutung beruht 
auf mehreren Beobachtungen während der Kultivierung von TS-15. Bemerkenswert dabei war 
der partielle Verlust der metabolischen Eigenschaft Ephedrin als einzige Kohlenstoffquelle zu 
verstoffwechseln, wenn die Zellen zuvor auf LB-Medium kultiviert wurden. Grund dafür 
könnte der genetische Selektionsdruck in der bakteriellen Gemeinschaft sein, da die bakteriellen 
Genome ihre Genanzahl grundsätzlich auf die nötigen Gene reduzieren (Carroll und Wong, 
2018). In einem genetischen Pool behält jedoch eine geringe Zahl bakterieller Zellen als 
„peripheres metabolisches Netzwerk“ in ihrem Pan-Genom diese spezifischen metabolischen 
Gene und verteilen sie möglicherweise über den horizontalen Gentransfer als Antwort auf 
geänderte Umweltbedingungen (Pál et al., 2005). Dabei werden die Gene über Transposons 
oder Plasmide ausgetauscht. Über Generationen könnten die nötigen Gene schließlich ins 
Genom integriert werden (Harrison und Brockhurst, 2012). Wenn die Zellen von TS-15 ohne 
Ephedrin als einzige Kohlenstoffquelle gewachsen sind, verlieren sie größtenteils die Ephedrin-
Abbaueigenschaft. Es wird vermutet, dass sich das Ephedrin-Gencluster in einem Plasmid bzw. 
innerhalb eines Transposons befindet, weil die Wiedergewinnung dieser metabolischen 
Eigenschaft (Ephedrin-Abbau) erneute Anreicherungsrunden über mehrere Generationen 
benötigt. Bei erneuten Anreicherungen nach einer LB-Kultivierung wurde festgestellt, dass 
unbewegte Kulturen schon über Nacht wieder fähig sind, Ephedrin abzubauen. Im Gegensatz 
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dazu brauchten die Zellen bei Schüttelkultivierung bei 180 rpm, ca. 96 h, bis sie wieder fähig 
wurden, Ephedrin abzubauen. Über eine Genomanalyse von TS-15 stellte sich heraus, dass sich 
ein putatives Konjugationsprotein, eine putative Endonuklease, eine putative Serin-
Rekombinase und eine putative Helikase abwärts des detektierten Ephedrin-Operons befinden. 
Dies untermauert die Vermutung, dass es sich bei diesem Ephedrin-Abbausegment um einen 
Teil eines konjugationalen Plasmids handelt. Das DNA Sekretionssystem ist homolog zum 
DNA-Transportsystem im Plasmid TC2 bei Arthrobacter aurescens TC1. Nach einer Plasmid-
Extraktion aus dem Stamm TS-15 wurden vier DNA Banden im Agarosegel erkannt, die 
eventuell auf vier Plasmide zurückzuführen sind. Darauf befinden sich putative DNA 
Transportsysteme, welche den Stamm TS-15 zum horizontalen Gentransfer befähigen können. 
 
3.3.5 Ephedrin-Abbau 
3.3.5.1 Einfluss der Isomerie von Ephedrin  
Da sich Ephedrinisomere in Umweltproben wie im Klärschlamm, Flussufer bis auf die 
antarktische Halbinsel nachweisen lassen, zählen sie zu den neu entstandenen 
Umweltkontaminanten (Kasprzyk-Hordern et al., 2012, Petrie et al., 2015, Yang et al., 2015, 
González-Alonso et al., 2017). Das Isomer (+)-(S,S)-Pseudoephedrin wurde ökotoxikologisch 
als „Chronisch 2“ eingestuft, d.h. (+)-(S,S)-Pseudoephedrin ruft bei Modellorganismen wie 
Daphnia bereits bei Konzentrationen zwischen 1-10 mg L-1 chronische toxikologische Effekte 
hervor (Guo et al., 2016). Außerdem wurde von der Inversion der optischen Konfiguration des 
(‒)-(R,S)-Ephedrin zum (+)-(S,R)-Ephedrin während der Abwasserbehandlung berichtet 
(Kasprzyk-Hordern und Baker, 2012). (+)-(S,R)-Ephedrin reichert sich aufgrund seiner höheren 
Resistenz gegen den biologischen Abbau an und zeigt zudem signifikante toxische Effekte bei 
Modellorganismen wie Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata und Tetrahymena 
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thermophile (Rice et al., 2018). Durch die Ergebnisse dieser Arbeit können neue Rückschlüsse 
auf die Persistenz dieser Moleküle gezogen werden.  
Der schnellste Abbau von (N,N)-(Pseudo)-Ephedrin wurde bei den natürlich vorkommenden 
Ephedrin-Diastereomeren (‒)-(R,S)-Ephedrin und (+)-(S,S)-Pseudoephedrin detektiert. 
Folglich war das Wachstum der Zellkulturen von TS-15 mit diesen Diastereomeren schneller 
als mit den selten vorkommenden Diastereomeren (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin (+)-(S,R)-
Ephedrin. Der langsame Umsatz bzw. das limitierte Kulturwachstum liegen in erster Linie an 
der optischen Konfiguration der Methylamin-Gruppe in den Diastereomeren von (N,R)-
(Pseudo-)Ephedrin.  
Um den Zusammenhang zwischen der Abbaurate unterschiedlicher Ephedrinisomere und der 
Persistenz mancher Isomere in der Umwelt zu beleuchten, wurden kinetische Tests mit den 
rekombinanten Enzymen durchgeführt. 
Die kinetischen Daten zu den isolierten Enzymen PseDH und EDH stimmten in den meisten 
Fällen mit den Abbauraten durch den Stamm TS-15 überein. Dementsprechend scheint der 
limitierende Faktor beim Abbau von Ephedrinisomeren im ersten oxidativen Schritt zu liegen. 
Die starke Inhibierung von EDH durch das Enantiomer (‒)-(R,R)-Pseudoephedrin war 
gekoppelt mit der niedrigsten Abbaugeschwindigkeit. Auf der anderen Seite zeigte PseDH die 
höchste katalytische Geschwindigkeit mit (+)-(S,S)-Pseudoephedrin, welches am schnellsten 
aus dem Kultivierungsmedium abgebaut wurde. Eine chemisch erfolgte Inversion von (‒)-
(R,S)-Ephedrin zu (+)-(S,R)-Ephedrin während der Abwasserbehandlung wurde durch 
Kasprzyk-Hordern und Baker (2012) berichtet. Dieses Enantiomer (+)-(S,R)-Ephedrin lässt sich 
biologisch begrenzt abbauen und wird dadurch häufiger in Umweltproben nachgewiesen (Petrie 
et al., 2015). Die in dieser Arbeit generierten Daten enthalten einen möglichen Hinweis auf die 
Ursache der schlechten Abbaubarkeit dieses Isomers (+)-(S,R)-Ephedrin, da das Isomer durch 
PseDH mit der niedrigsten katalytischen Geschwindigkeit umgesetzt wird. Dies könnte zu 
seiner erwähnten Persistenz beitragen. Um diese Vermutung zu bestätigen, bedarf es noch 
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weiterer Daten von unterschiedlichen Standorten mit verschiedenen Isolaten bzw. möglichen 
anderen enzymatischen Abbauwegen von Ephedrinisomeren.  
 
3.3.5.2 Ein neuer metabolischer Weg von Ephedrin in TS-15 
Anhand der metabolischen Daten, des Genclusters und der neu identifizierten Enzymaktivitäten 
(PseDH und EDH) könnten neue Erkenntnisse zum Abbauweg von Ephedrin in den TS-15 
Zellen gewonnen werden. Zusätzlich wurden bereits verschiedene Studien zum Metabolismus 
von Ephedrin sowohl in Säugern als auch in Bakterien durchgeführt.  
Der Abbau von Ephedrin im menschlichen Körper erfolgt über eine Demethylierung zu 
Norephedrin, welches im nächsten Schritt zum p-Hydroxynorephedrin hydroxyliert wird (Sever 
et al., 1975). Die Demethylierung erfolgt über ein NADP+-abhängiges Enzym, welches die 
Aminobindung am Methylamin-Rest oxidiert. Diese Reaktion wurde mit Zellextrakten aus 
Hasen durch Axelrod (1953) nachgewiesen. Dabei entstand Formaldehyd zusätzlich zum 
Norephedrin. In dieser Studie handelt es sich möglicherweise um eine NADP+-abhängige 
Amin-Dehydrogenase, welche die Aminobindung zu einer Imin-Bindung oxidiert. Dieses Imin-
Produkt ist im wässerigen Milieu nicht stabil und hydrolysiert zum Aldehyd.  
Die Ringhydroxylierung erfolgt über eine P450 Cytochrom-Monooxygenase (Axelrod, 1959, 
Sever et al., 1975). Die Enzyme scheinen auf beide Substrate (Norephedrin und p-
Hydroxynorephedrin) zu wirken, sodass der Hydroxylierungsschritt vor der Demethylierung 
stattfinden könnte (Abbildung 3.19).  
Nach diesen Reaktionen wird das oxidierte Produkt p-Hydroxynorephedrin im menschlichen 
Körper nicht mehr weiter verstoffwechselt und in diesem Zustand mit dem Urin ausgeschieden 
(Sever et al., 1975). Der Metabolismus von Ephedrin beim Menschen erfolgt nur teilweise zu 
ca. 30% der aufgenommenen Dosis. Der Rest wird unverändert ausgeschieden (Beckett und 
Wilkinson, 1965, Lai et al., 1979).  
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Abbildung 3.19: Katabolismus von Ephedrin im Menschen. O, Cytochrom-P450-Monooxygenase, D, NADPH 
abhängiges Enzym (möglicherweise eine Amin-Dehydrogenase). Formaldehyd entsteht hydrolytisch nach der 
Amin-Oxidation zum Imin (modifiziert nach Axelrod, 1959).  
 
Bei Prokaryoten ist bislang nur der isolierte Arthrobacter globiformis Stamm von Klamann 
(1976) bekannt, welcher Ephedrin metabolisieren kann (Klamann et al., 1976). In diesem 
Stamm erfolgt der erste Angriff oxidativ an der sekundären Aminobindung. Die enzymatische 
Reaktion wird durch eine vermeintliche Ephedrin-Dehydrogenase katalysiert, welche NAD+ als 
Oxidationsmittel für die Reaktion nutzt.  
Das entstandene Imin-Intermediat wird in wässriger Lösung spontan zum Carbonyl-Intermediat 
Phenylacetylcarbinol (PAC) hydrolysiert (Abbildung 3.20).  
Der Unterschied zwischen den Amin-oxidierenden Enzymen bei den berichteten Studien aus 
Eukaryoten und Prokaryoten liegt hauptsächlich in der Position der aktivierten Aminobindung. 
Dazu präferieren beide Dehydrogenasen unterschiedliche Cofaktoren.  
 
Ergebnisse und Diskussion 
97 
 
OH
2
E1E1
NADH
(+)-Pseudoephedrin
NAD+ NAD+NADH
2-Methylimino-1-phenylpropan-1-ol(-)-Ephedrin
Phenylacetylcarbinol  
Abbildung 3.20: Katabolismus von Ephedrin in Arthrobacter globiformis. E1 Aktivität einer Ephedrin-
Dehydrogenase, welche jedoch nicht isoliert werden konnte (Klamann et al., 1976, Klamann und Lingens, 1980). 
Nach der Oxidation des Amins erfolgt eine spontane Hydrolyse des Imins zum Keton.  
 
Ein weiterer potentieller Abbau von Ephedrin könnte analog zum Abbau von p-Synephrin in 
Arthrobacter synephrinum erfolgen (Veeraswamy et al., 1976). Arthrobacter synephrinum 
verfolgt eine andere Abbaustrategie, die eine Hydro-Lyase anstelle von Oxidoreduktasen nutzt. 
Nach der Abspaltung der Hydroxylgruppe aus dem p-Synephrin entsteht ein im wässrigen 
Milieu nicht stabiles Enamin-Intermediat. Dieses Intermediat hydrolysiert spontan zu 
Methylamin und p-Hydroxyphenylacetaldehyd (Abbildung 3.21). 
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Abbildung 3.21: Degradierung von Synephrin über eine enzymatische Dehydrierung mittels einer Hydro-Lyase 
(E). Der nächste Reaktionsschritt erfolgt unter aquatischen Bedingungen über eine Enamin-Imin-Tautomerie, 
welcher letztendlich zu einer Imin-Hydrolyse führt (modifiziert nach Veeraswamy et al., 1976).  
 
All berichteten Enzyme zum Abbau von Ephedrin in Prokaryoten und Eukaryoten wurden 
durch ihre Autoren leider nicht isoliert und identifiziert, sodass kein Vergleich zu den in dieser 
Arbeit isolierten Enzymen möglich ist. Bei der Betrachtung des Ephedrinmoleküls von einer 
anderen Seite stellt dieses eine Aryl-Alkyl Verbindung dar. Generell verläuft der biologische 
Abbau von aromatischen Verbindungen bei Bodenbakterien unter aeroben Bedingungen, 
oftmals über die Hydroxylierung des aromatischen Rings, um deren Resonanzstruktur zu 
überwinden (Fuchs et al., 2011).  
Die Einzigartigkeit im Abbau von Ephedrin durch den bakteriellen Stamm TS-15 liegt an der 
funktionellen Gruppe und der Kohlenstoff-Position der durchgeführten Oxidierung von 
Ephedrin. In diesem Stamm konnten weder Dehydrierung der Hydroxyfunktion noch 
Oxidierung der Aminobindung festgestellt werden. Die Oxidation erfolgt ausschließlich am 
Kohlenstoffatom der Hydroxylgruppe. Dabei entsteht Methcathinon als Produkt aus Ephedrin. 
Die oxidierenden Enzyme sind Diastereomeren-spezifisch. Die Ephedrin-Dehydrogenase 
(EDH) oxidiert nur (‒)-(R,N)-(Pseudo)Ephedrin, die Pseudoephedrin-Dehydrogenase (PseDH) 
ist spezifisch für die Oxidation von (+)-(S,N)-(Pseudo)Ephedrin. 
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Es wurde intensiv nach weiteren Enzymen in TS-15 gesucht, welche während des Abbaus von 
Ephedrin Methcathinon umsetzen. Für diesen Zweck wurde unter anderem das Transkriptom 
von TS-15 Zellen während des Wachstums auf Ephedrin analysiert. Durch die Transkriptom-
Analyse konnte bestätigt werden, dass das Ephedrin-Operon während des Katabolismus von 
Ephedrin in Form polycistronischer mRNA angeschaltet wurde (Abbildung A5, Anhang). 
Anschließend wurden mehrere Gene, welche die höchsten Expressionswerte aufzeigten, 
kloniert und auf Aktivität auf Methcathinon hin getestet. Es wurde jedoch keine enzymatische 
Aktivität detektiert.  
Basierend auf den detektierten Intermediaten im Kultivierungsmedium ist es möglich, den 
Abbau-Weg des Ephedrins innerhalb des Stammes TS-15 abzuleiten.  
Im Kultivierungsmedium von TS-15 während des Katabolismus von Ephedrin konnte Benzoat 
nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte Benzaldehyd aus dem Zelllysat nach einer 
Addition von Ephedrin detektiert werden. Diese Verbindungen geben einen wichtigen Hinweis 
auf eine spätere Hydroxylierung des aromatischen Rings im Molekül Ephedrin. In anderen 
Worten, am aromatischen Ring von Methcathinon erfolgt keine Hydroxylierung. Es konnten 
jedoch andere Metabolite aus dem Medium detektiert werden. Die Metabolite 1-Phenylpropan-
1,2-dion (PPD) und Phenylacetylcarbinol (PAC) (Abbildung 3.22) zeigen, dass eine Oxidation 
der Aminobindung in Methcathinon stattfindet. Hinzu kommt, dass Methcathinon als eine 
Ketoenol-Verbindung, eine Ketoenol-Tautomerie aufweist. Unter anderem ist die Tautomerie 
für die hohe Instabilität des Methcathinon in wässriger Lösung verantwortlich (DeRuiter et al., 
1994, O'Byrne et al., 2010, Kerrigan et al., 2016). Diese Reaktivität sollte zur Bildung des 
Diketons PPD führen (Tsujikawa et al., 2012). Der oxidative chemische Abbau von 
Methcathinon zum PAC und PPD bei pH 7,5 wurde in den ersten Stunden nach der Inkubation 
bei Raumtemperatur in dieser Arbeit beobachtet.  
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Abbildung 3.22: Metabolite beim Katabolismus von Ephedrin. PPD sollte nach Keto-Enol-Amin Tautomerie von 
dem Keto-Amin Methcathinon entstehen. PAC resultiert anschließend enzymatisch aus PPD durch die Katalyse 
von PseDH und EDH. 
 
Zusätzlich konnte festgestellt werden, dass beide Dehydrogenasen PseDH und EDH das PPD 
zum PAC mittels NADH als Reduktionsmittel umsetzten. Dies ist für die Verstoffwechselung 
von PPD von großer Bedeutung. Bei Betrachtung des Moleküls PPD fällt ein weit ausgedehntes 
konjugiertes π-Elektronensystem vom aromatischen Ring bis zum Methylrest auf. Die 
delokalisierten Elektronen machen das Substrat PPD rigide und ziemlich stabil (Maurer et al., 
2018). Nach Reduktion des α-Carbonyls wird diese Konjugation dieser Elektronenwolke 
verändert bzw. unterbrochen. Somit steht PAC für den nächsten katalytischen Schritt, in dem 
potentiell das PAC zum Acetaldehyd und Benzaldehyd gespalten wird, bereit. Diese Annahme 
leitet sich aus dem nachgewiesenen Benzaldehyd und Benzoat aus dem Zellextrakt bzw. aus 
dem Kultivierungsmedium ab. Benzaldehyd ist wegen der Aldehydgruppe sehr toxisch für die 
Zellen. Daher wird es schnell mittels einer Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) zu Benzoat 
oxidiert. Eine ALDH konnte anschließend im Transkriptom mit analogem Transkriptionswert 
zu EDH detektiert werden. Anschließend wurde sie als rekombinantes reines Protein auf 
Aktivität getestet. Die Aktivität von ALDH wurde bei der Oxidation von Acetaldehyd bzw. 
Benzaldehyd unter Verbrauch an NAD+ per Spektrophotometer festgestellt (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Der Katabolismus von Benzoat erfolgt bekannterweise über die Catechol Abbauroute, 
durch eine ortho-Spaltung des Ringes (Harwood und Parales 1996). In Abbildung A5 sind die 
stark transkribierten Gene der Benzoat-Dioxygenasen (benABCD) und Catechol-Dioxygenase 
(catA) erkennbar. Dieser Abbau von Ephedrin über den Catechol-Metabolismus in 
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Arthrobacter globiformis und Pseudomonas putida wurde von Klamann 1980 ausführlich 
berichtet (Klamann und Lingens, 1988). Der Catechol-Stoffwechsel endet mit den 
Abbauprodukten Succinat, Succinyl-CoA und Acetyl-CoA, welche anschließend in den 
Citratzyklus münden und weiter für den metabolischen Haushalt verstoffwechselt werden.  
Auf Basis der dargestellten Erkenntnisse wird hier eine neue Abbauroute von Ephedrin in 
Arthrobacter sp. TS-15 über die Oxidation der Hydroxyfunktion am α-C Atom der 
aliphatischen Kette vorgeschlagen (Abbildung 3.23). Der weitere Abbau sollte über den 
bekannten Catechol-Stoffwechselweg erfolgen, dessen Gene benABCD sowie catA hoch 
transkribiert sind.  
Die anderen Oxidoreduktasen Flavin-Reduktase (fre) und die Acyl-CoA-Dehyrogenase 
(ACAD), welche sich im Ephedrin-Gencluster befinden, wurden ebenfalls rekombinant 
exprimiert und auf ihre Aktivität hin getestet. Die Aktivität von fre wurde als eine NAD+-
abhängige Flavin-Reduktase bestätigt. Die Aktivität von ACAD konnte mit den getesteten 
Cofaktoren (FMN, FAD, NAD(P)/H, ATP und Acetyl-CoA) und den Substraten (Ephedrin, 
Methcathinon, PPD und PAC) nicht festgestellt werden. Zudem wurden diese dem Zelllysat 
zugesetzt, ohne zusätzliche Produkte oder eine Abnahme der Substratkonzentration detektieren 
zu können. Die Analytik hierfür wurde mittels Gaschromatographie durchgeführt.  
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Abbildung 3.23: Der vorgeschlagene Abbau von (+/-)-(N,N)-(Pseudo) Ephedrin im Stamm TS-15 (in der roten 
Box). Eingeleitet wird der Abbau über die Oxidation der Hydroxylgruppe mittels stereoselektiver PseDH bzw. 
EDH. Methcathinon ist instabil und kann schnell zum Diketon PPD hydrolysieren. PPD wird dann mittels 
PseDH/EDH zum PAC reduziert. ALDH, Aldehyd-Dehydrogenase, BenABCD, Benzoat-Dioxygenasen, catA, 
Catechol-Dioxygenase, catB, Muconolacton-Isomerase, catC, Muconat-Cycloisomerase, catD, 3-Oxoadipat Enol-
Lactonase, catIJ 3-Oxoadipat-CoA-Transferase, catF, β-Ketoadipyl-CoA-Thiolase. Die Abbauprodukte Succinat, 
Succinyl-CoA und Acetyl-CoA münden in den Citratzyklus (modifiziert nach Harwood und Parales, 1996). 
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Während der Experimente zur Aufklärung des Abbaumechanismus von Ephedrin wurde eine 
neue wichtig Erkenntnis zur Synthese der hochwertigen Feinchemikalie (PAC) gewonnen. (R)-
PAC wird bis heute als Ausgangsstoff für die industrielle Herstellung von (‒)-(R,S)-Ephedrin 
eingesetzt. Da die gefundenen Enzyme PseDH und EDH während des Abbaus von Ephedrin 
PPD zu PAC reduzieren konnten, könnten diese für industrielle Zwecke sehr relevant sein. 
Daher wurden sie patentrechtlich geschützt (Shanati und Ansorge-Schumacher, 2019). Bevor 
PseDH und EDH jedoch für den potentiellen industriellen Einsatz genutzt werden können, 
wurden die biochemischen Eigenschaften charakterisiert. In den nächsten Kapiteln sind diese 
Ergebnisse und deren Diskussion dargestellt. 
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3.4 Biochemische Eigenschaften von PseDH und EDH 
3.4.1 Substratspektrum 
Zur Erforschung des Substratspektrums wurden strukturell verwandte Verbindungen zum 
Ephedrin analysiert. Als Startpunkt für die Erforschung des Substratspektrums wurde das 
Substrat 1-Phenyl-1,2-propandion (PPD) für seine teilweise gute Löslichkeit im Wasser 
ausgewählt. PPD ist ein günstiges Substrat und am Markt leicht verfügbar. 1 kg PPD (98%) 
kostet bei Merck 1230 Euro. Die beiden Dehydrogenasen zeigen eine hohe reduktive Aktivität 
auf diesem Substrat, was die Charakterisierung letztendlich begünstigt. Beim Screening der 
potentiellen Substrate wurden bestimmte Kriterien in Betracht gezogen: Symmetrie und 
Asymmetrie der Carbonylgruppe, Substitutionsgrad und Substitutionstyp, Größe des Substrats 
und Typ der funktionellen Gruppe neben dem Carbonyl.  
Es stellte sich heraus, dass beide Dehydrogenasen ein breites Substratspektrum besitzen. Ein 
Überblick zu den getesteten Substraten ist in Abbildung 3.24 dargestellt. Somit sind sie auf 
unterschiedlichen symmetrischen und asymmetrischen Aryl-Alkyl und Aryl-Aryl Ketonen 
aktiv, wie z. B. Haloketon-, Ketoamin-, Diketon-, Hydroxyketon- und Ketoester-
Verbindungen. Außerdem akzeptieren die neuen Dehydrogenasen unterschiedliche Typen 
aromatischer Ringe z. B. Phenyl-, Pyridyl-, Thienyl-, and Furyl-Ringe. Des Weiteren können 
PseDH und EDH Substrate umsetzen, deren aromatische Ringe mit Halogenresten oder 
Methylresten substituiert sind. Die spezifische Aktivität wurde über einen photometrischen 
Assay durch die Messung der Abnahme der Absorption von NADH bei 340 nm ermittelt. Die 
Präferenzen für die jeweiligen Substrate sind natürlich unterschiedlich. 
Die höchste Reaktionsgeschwindigkeit (160,1 Unit mg-1) der PseDH wurde mit dem 
aromatischen Diketoester Methyl-oxo(phenyl)acetat a2 festgestellt.  
Im Falle der EDH wurde die höchste Reaktionsgeschwindigkeit (64,0 Unit mg-1) mit dem 
natürlichen Substrat PPD a1 gemessen. 
Ergebnisse und Diskussion 
105 
 
0 20 40 60 80
a1
a2
a3
a4
a5
a6
a7
a8
a9
a10
a11
a12
a13
a14
a15
a16
a17
a18
a19
a20
a21
a22
a23
a24
a25
100 150
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sepzifische Aktivität [U mg-1]
EDH
PseDH
 
Abbildung 3.24: Spezifische Aktivitäten (U mg-1) der Reduktion verschiedener aromatischer Ketone mittels 
PseDH (Orange) und EDH (Schwarz). 
 
Es wurden ebenfalls aliphatische Carbonylverbindungen getestet, worauf beide Enzyme keine 
Aktivität zeigten. Determinanten für die Aktivität dieser Enzyme sind demzufolge ein 
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aromatischer Ring und das Vorhandensein eines Ketons am α-C Atom einer aliphatischen 
Kette. Das kleinste Aryl-Alkyl Keton Acetophenon wurde von den beiden Enzymen nicht 
umgesetzt. Bei einer aliphatischen Kette von drei C-Atomen konnte Aktivität bei der EDH 
(jedoch nicht bei der PseDH) detektiert werden. Die spezifische Aktivität für dieses aromatische 
Keton, 1-Phenyl-1-propanon a3 beträgt nur 1,5 Unit mg-1. Das aromatische β-Diketon 1-
Phenyl-1,3-butandion a4 wurde ebenfalls nur durch EDH akzeptiert und mit einer höheren 
spezifischen Aktivität von 13,6 Units mg-1 umgesetzt. Die aromatischen Haloketone wurden 
meistens von beiden Enzymen umgesetzt. Die Substituierung des Alkylrests von Acetophenon 
mit einem Bromatom a5 wirkte sich positiv auf die Aktivität von PseDH und EDH aus. Dies 
ist an den spezifischen Aktivitäten von jeweils 3,7 bzw. 9,4 Units mg-1 erkennbar. Hingegen 
konnten die chlorierten Derivate von Acetophenon a6 und von 1-Phenyl-1-propanon a7 nur 
von EDH mit einer spezifischen Aktivität von jeweils 4,4 und 8,71 Unit mg-1 umgesetzt werden. 
Das Ketoamin bzw. aminierte Derivat von Acetophenon, 2-Aminoacetophenon a8, wurde von 
den beiden Dehydrogenasen mit einer spezifischen Aktivität von 9,5 und 25,8 Units mg-1 für 
PseDH bzw. EDH umgesetzt. Das Phenylglyoxal a9 wurde mit 5,5 und 12,1 Units mg-1 
spezifischer Aktivität durch PseDH bzw. EDH reduziert. Die längeren aromatischen 
Haloketone wie 2-, Chloro-1-phenyl-1-propanon a10 und 2-Bromo-1-(3-chlorophenyl)-1-
propanon a11 wurden im Bereich zwischen 5 und 12 Units mg-1 reduziert. Auffällig ist der 
Umsatz des Haloketoesters Ethyl-2-chlorobenzoylacetat a12, welcher mit vergleichsweise 
hohen spezifischen Aktivitäten von 16,1 und 35,21 Units mg-1 zu den anderen Haloketonen 
mittels PseDH bzw. EDH erfolgte. Halogenierte und nicht halogenierte asymmetrische Aryl-
Aryl Ketone wie Phenyl-2-pyridinylmethanon a13 und (4-Chlorophenyl)-2-pyridinylmethanon 
a14 wurden mit spezifischen Aktivitäten im Bereich zwischen 0,04-2,8 Units mg-1 durch die 
beiden Dehydrogenasen reduziert, wobei EDH höhere Aktivitäten für diese Substratklasse 
zeigte.  
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Die sterisch anspruchsvollen Substrate wie Benzil a15, 4,4′-Difluorobenzil a16, 2,2′-
Dichlorobenzil a17, 4,4′-Dimethylbenzil a18, 4-Chlorobenzil a19, 2,2'-Furil a20 und 2,2'-
Thenil a21 wurden von beiden Dehydrogenasen akzeptiert, wobei EDH höhere spezifische 
Aktivitäten zeigte als PseDH.  
Das aromatische β-Ketonitril 2-Thenoylacetonitril a22 wurde nur von EDH mit einer 
spezifischen Aktivität von 7,9 Units mg-1 umgesetzt.  
Das spezielle aromatische Keton Isatin a23 wurde mit einer hohen speifischen Aktivität 66,9 
Units mg-1 durch PseDH reduziert, während EDH nur eine geringe spezifische Aktivität (7,8 
Units mg-1) aufwies. PseDH und EDH konnten aromatische zyklische α-Diketone wie 1,2-
Indandion a24 (mit jeweils 9,5 und 50 Units mg-1) und 1,2-Naphthoquinon a25 (mit jeweils 
21,9 und 13,9 Unit mg-1) umsetzen. 
 
3.4.2 Kinetische Parameter 
Entsprechend ihrer Löslichkeitsgrenze im Puffer des Aktivitätsassays konnten sich die 
Substrate in Tabelle 3.6 einer Sättigung nähern und somit die Michaelis-Menten-Konstanten 
(Km) berechnet werden. Die kinetischen Parameter wurden mittels nichtlinearer Regression der 
experimentell ermittelten Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten in Abhängigkeit der 
Substratkonzentration bestimmt.  
Die Km-Werte der PseDH mit den getesteten Substraten variierten zwischen 0,05-12 mM. Die 
höchste Substrataffinität wurde beim asymmetrischen halogenierten bulky-bulky Diketon 4-
Chlorobenzil (Km 55 µM) sowie beim aromatischen zyklischen Diketon 1,2-Naphthoquinon  
 (Km 58 µM) gemessen. Diese niedrigen Km-Werte sind ca. 55-fach niedriger als der Km -Wert 
des natürlichen Diketon-Substrats PPD. Im Gegensatz dazu zeichnete das Substrat 2-Bromo-1-
(3-chlorophenyl)-1-propanon mit dem Haloketon die niedrigste Affinität (Km 12,71 mM), 
gefolgt vom anderen Haloketon 2-Chloropropiophenon (Km 8,74). Das Substrat mit dem 
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Ketoamin, 2-Aminoacetophenon besitzt zwar höhere Affinität zur PseDH (ca. 22-fach 
niedrigerer Km-Wert bezüglich PPD), zeigte jedoch als einziges Substrat eine leichte 
Enzyminhibierung mit einer Inhibierungskonstante von 23 mM. 
 
Tabelle 3.6: Kinetische Parameter der PseDH und EDH bei der Reduktion einer Auswahl aromatischer Ketone 
(Shanati et al., 2019). 
 
Die katalytische Konstante wurde im Bereich zwischen 3-109 s-1 gemessen, wobei der 
niedrigste kcat-Wert für den Ketoaldehyd Phenylglyoxal und der höchste kcat-Wert für den 
Ketoester Methyl-oxo(phenyl)acetat bestimmt wurde. Der kcat-Wert vom aliphatischen Diketon 
PPD (kcat 34 s-1) lag leicht niedriger als der kcat-Wert des zyklischen Diketons 1,2-Indandion 
(kcat 43 s-1).  
Substrat  PseDH   EDH  
 
Km Ki kcat Km Ki kcat 
a1 3,12±0,23 
 
34,24±1,02 0,06±0,01 
 
30,43±1,18 
a2 7,01±0,23 
 
109,18±2,34 0,19±0,02 1,46±0,22 40,05±3,05 
a3    0,01±0,00  0,77±0,01 
a4    0,2±0,17 0,26±0,27 15,37±11,74 
a8 0,14±0,01 23,05±3,49 5,44±0,22 0,6±0,2 1,53±0,8 27,13±8,13 
a9 0,48±0,07  3,34±0,14 5,67±1,08  9,49±0,83 
a10 8,74±0,66  3,8±0,21 0,02±0,00 0,1±0,02 7,31±1,02 
a11 12,71±1,25  9,52±0,53 0,003+0,0  2,54±0,05 
a12 3,94±0,37  9,89±0,39 0,06±0,01 0,16±0,04 37,38±6,73 
a19 0,05±0,00  3,75±0,22 0,17±0,01  3,48±0,11 
a23 0,81±0,07 43,95±1,43 0,51±0,07  4,36±0,22 
a24 0,93±0,15 
 
6,55±0,43 2,29±0,05 
 
31,11±2,66 
a25 0,05±0,01 
 
12,76±0,64 0,1±0,02 
 
7,94±0,45 
NADH    0,07±0,01  15,74±0,67 
Ergebnisse und Diskussion 
109 
 
Im Falle von EDH zeigten die kinetischen Parameter andere Tendenzen. Insgesamt waren die 
Km-Werte niedriger (zwischen 3 µM-5 mM) als bei PseDH. Anders als bei PseDH zeigte das 
Haloketon 2-Bromo-1-(3-chlorophenyl)-1-propanon die höchste Affinität (Km 3 µM) zu EDH. 
Phenylglyoxal zeigte die niedrigste Affinität zu EDH mit einem Km-Wert von 5 mM, welcher 
ca. 100-fach höher als der Km-Wert von PPD liegt.  
Enzymhemmung von EDH wurde für fünf Substrate festgestellt, wobei die 
Inhibierungskonstanten von Methyl-oxo(phenyl)acetat und 2-Aminoacetophenon, ca. 1,5 mM, 
im gleichen Bereich lagen. Die restlichen drei Substrate 1-Phenyl-1,3-butandion, 2-
Chloropropiophenon und Ethyl 2- chlorobenzoylacetat hatten Ki-Werte zwischen 0,1-0,26 mM.  
Die gemessenen katalytischen Konstanten der EDH variierten zwischen 0,7 s-1 für das Aryl-
Alkyl Monoketon 1-Phenyl-1-propanon und 40 s-1 beim Ketoester Methyl-oxo(phenyl)acetat. 
Die kcat-Werte von 2-Aminoacetophenon und PPD von EDH (jeweils 27 und 30 s-1) waren 
vergleichbar zu dem kcat-Wert von PPD bei PseDH. 
 
3.4.3 Enantioselektivität 
Es wurden zunächst die Enantio- und Regioselektivität dieser neuen Dehydrogenasen getestet. 
Glücklicherweise zeigten beide Enzyme strikte Enantio- und Regioselektivität gegenüber PPD 
für die Reduktion des Carbonyls am α-C-Atom der aliphatischen Kette. Die katalysierte 
Reaktion über PseDH und EDH ist in Abbildung 3.25 dargestellt.   
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NAD+
> 99% Ausbeute, ee >99,9%
NAD+
NADH
 
Abbildung 3.25: Schematische Darstellung der regio- und enantioselektiven Reduktion von PPD zu (S)-PAC und 
(R)-PAC mit jeweils PseDH und EDH. Die Reduktion läuft mit vollem Umsatz und Enantiomerenüberschuss von 
ee >99,9% (Shanati et al., 2019). 
Die Produkte wurden mittels 1H NMR, GC-MS, HPLC und Polarimetrie auf Ihre Reinheit 
überprüft (Abbildung 3.26). Es wurden weder das Isomer 2-Hydroxypropiophenon (HPP) noch 
das Diol-Substrat 1-Phenyl-1,2-propandiol (PPD) festgestellt. Die aufgenommenen optischen 
Drehwehrte von (S)-PAC und (R)-PAC hatten die gleichen Werte mit gegenseitiger Rotation 
[+367,9 für (S)-PAC und -367,4 für (R)-PAC]. Der gemessene Enantiomerenüberschuss mit 
PseDH und EDH liegt bei >99,9% für jeweils (S)-PAC und (R)-PAC. Die Reaktion verläuft mit 
Vollumsatz von PPD zum jeweiligen Enantiomer. Zudem ist die katalysierte Reaktion zum α-
Hydroxyketon irreversibel.  
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Abbildung 3.26: HPLC Diagramm der Produkte (S)-PAC (grün) und (R)-PAC (rot) nach Vollumsatz von PPD 
(Schwarz) mittels jeweils PseDH und EDH. Enantiomerenreinheit mit einem ee >99,9% von jeweils (S)-PAC und 
von (R)-PAC bewiesen. UV-Aufnahme bei 210 nm. Die GC-MS und 1H NMR Chromatogramme der Produkte 
sind in Abbildungen A1-A4 im Anhang zu sehen. 
 
Generell zeigten die mittels der Dehydrogenasen PseDH und EDH erzeugten Produkte 
exzellente optische Reinheit (siehe Tabelle 3.6). Interessant ist der Unterschied der 
Enantioselektivität der EDH zwischen 2-Bromoacetophenon a5 und 2-Chloroacetophenon a6, 
wobei 2-Bromoacetophenon einen niedrigeren Enantiomerenüberschuss (ee 85,3%) als 2-
Chloroacetophenon (ee 98,8%) aufwies. Die Enantiomerenreinheit von 2-Bromoacetophenon 
aus der Reaktion mittels PseDH war weit niedriger (ee 37,3%) als mit EDH. Dagegen wurde 2-
Aminoacetophenon a8 von beiden Enzymen mit hoher Enantiomerenreinheit (ee 99,6%) 
umgesetzt. Das Aryl-Aryl Keton Phenyl-2-pyridinylmethanon a13 wurde mit ee-Wert von ee 
5% bzw. ee 24% mittels jeweils PseDH bzw. EDH umgesetzt. Hingegen wurde das chlorierte 
Derivat am Benzolring (4-Chlorophenyl)-2-pyridinylmethanon a14 mit höherer 
Enantioselektivität von ee 60,4% und ee 70,6% durch PseDH bzw. EDH umgesetzt, welche den 
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berichteten Enantiomerenüberschuss mittels der kommerziellen Ketoreduktase von Merck 
Research Laboratories übertrifft (Truppo et al., 2007). Interessanterweise wechseln die 
optischen Drehrichtungen der Produkte dieser Aryl-Aryl-Substrate. Die Produkte von Phenyl-
2-pyridinylmethanon sind rechtsdrehend (spezifischer Drehwinkel +47,9) bzw. linksdrehend 
(spezifischer Drehwinkel -50,6) mit PseDH bzw. EDH als Katalysator. Die Lage ist umgekehrt 
bei den Produkten von (4-Chlorophenyl)-2-pyridinylmethanon, wobei spezifische Drehwinkel 
von -3370 und +6990 durch PseDH bzw. EDH resultieren. Das asymmetrische Diketon 4-
Chlorobenzil a19 wurde durch EDH zu 1-(4-Chlorphenyl)-2-hydroxy-2-phenylethanon mit 
hoher Enantiomerenreinheit (ee 99,4%) umgesetzt. Mit PseDH wurden aus 4-Chlorobenzil a19 
beide Diastereomere 1-(4-Chlorphenyl)-2-hydroxy-2-phenylethanon und 2-(4-Chlorophenyl)-
2-hydroxy-1-phenylethanon mit einem Verhältnis von 1:1 erhalten. Isatin wurde mittels PseDH 
mit höherer Enantioselektivität reduziert als mit EDH. 2-Thenoylacetonitril wurde mit strikter 
Enantioselektivität (ee >99,9%) durch EDH umgesetzt. Dieses Ergebnis übertrifft die 
beschriebene Enantioselektivität von ee 98% bei Nutzung der Ketoreduktase KRED1-Pglu aus 
Pichia glucozyma (Contente et al., 2016). 
Die restlichen Produkte wurden mit einer hohen Enantiomerenreinheit nach Biotransformation 
mittels PseDH und EDH erhalten (Siehe Tabelle 3.7). 
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Tabelle 3.7: Enantiomerenüberschüsse der asymmetrischen Reduktion verschiedener Ketone mittels PseDH und 
EDH (Shanati et al., 2019). 
Zeichen  Substrat   
PseDH 
ee (%) 
EDH 
ee (%) 
a1 1-Phenyl-1,2-propandion  99,9 99,9 
a2 Methyl-oxo(phenyl)acetat  99,1 98,7 
a3 1-Phenyl-1-propanon  n.a. 100 
a4 1-Phenyl-1,3-butandion  n.a. 98,5 
a5 2-Bromoacetophenon  37,3 85,3 
a6 2-Chloroacetophenon  n.a. 98,8 
a7 3-Chloropropiophenon  n.a. 100 
a8 2-Aminoacetophenon  99,6 99,6 
a9 Phenylglyoxal  n.d. 100 
a13 Phenyl-2-pyridinylmethanon  5,9 24,5 
a14 
(4-Chlorophenyl)-2-
pyridinylmethanon  60,4 70,6 
a15 Benzil  99,3 99,4 
a16 4,4′-Difluorobenzil  99,6 99,7 
a17 2,2′-Dichlorobenzil  97,6 94,8 
a18 4,4′-Dimethylbenzil  99,6 99,4 
a19 4-Chlorobenzil  n.d. 95,9 
a20 2,2'-Furil  99,3 99,4 
a21 2,2'-Thenil  100 99,9 
a22 2-Thenoylacetonitril  n.a. 100 
a23 Isatin  89,4 52,6 
n.a. nicht aktiv, n.d. nicht determiniert. 
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3.4.4 Oligomerisierungsstatus von PseDH und EDH 
Die anhand der Aminosäuresequenz ermittelten molekularen Massen der Untereinheiten von 
PseDH und EDH inklusive 10x-His-tag sind 31,3 bzw. 28,7 kDa. Die native Größe ohne His-
tag-Linker beträgt 28,1 und 25,9 kDa für PseDH bzw. EDH. Dies wurde experimentell 
überprüft und bestätigt. (Abbildung 3.27 A).  
Des Weiteren wurde der Oligomerisierungszustand per Aktivitätsassay nach Nativ-PAGE 
getestet. Das Enzym PseDH zeigte vier Banden nach dem Aktivitätsassay (Abbildung 3.27 B). 
Dieses Gel wurde mittels kolloidaler Coomassie-Lösung gefärbt, um den molekularen Marker 
und alle anderen Proteinbanden zeigen zu können (Abbildung 3.27 C). Nach Berechnung der 
Rf-Werte entsprechen die Bandengrößen Dimer-, Tetramer-, Oktamer- und 
Dodecamerstrukturen von PseDH. Demzufolge ist der kleinste katalytisch aktive, durch diese 
Methode nachgewiesene Oligomerisierungsstatus ein Dimer. Die größeren Banden mit den 
Tetrameren und Oktameren scheinen jedoch dominant zu sein.  
 
Abbildung 3.27: SDS-PAGE und Nativ-PAGE mit gereinigtem PseDH (1) und EDH (2) (beide in E. coli 
exprimiert) mit molekularem Massenmarker (M). A) SDS-PAGE Analyse von PseDH and EDH mit einer 
molekularen Masse von jeweils 33 kDa und 27 kDa. B) In-Gel Aktivitätsassay basierend auf NBT 
Aktivitätsfärbung vor Zugabe von Coomassie Blau. Beide Enzyme zeigen unterschiedlich aktiv 
Oligomerisierunszustände. C) Nativ- PAGE der Enzyme nach der Coomassie Blau-Färbung (Shanati et al., 2019). 
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Bei dem Enzym EDH konnte kein Dimer detektiert werden. Der dominante katalytisch aktive 
Oligomerisierungszustand war das Tetramer. Jedoch waren höhere aktive Komplexe von 
Oktamer, Dodecamer, Hexadecamer (16-mer) im Aktivitätsassay erkennbar (Abbildung 3.27 
B). 
 
3.4.5 Strukturaufklärung von PseDH 
Die Kristallisierung bis zur Strukturaufklärung wurden in Zusammenarbeit mit der Universität 
von York (York Structural Biology Laboratory, YSBL, University of York) durch die 
Arbeitsgruppe von Prof. Gideon Grogan durchgeführt. Bei einer Konzentration von 20 mg mL-
1 bildete PseDH in 0,1 M Bis-Tris Puffer pH 5,5, 25% (w/v) PEG 3350, 200 mM 
Magnesiumchlorid und 5 mM NAD+ Kristalle, welche die orthorhombische Raumgruppe 
„C2221“ besaßen (Shanati et al., 2019). Kristalle mit einer Diffraktion besser als 3 Å Resolution 
wurden für die Generierung der Daten mittels Röntgenstrukturanalyse in der Synchrotronanlage 
verwendet (Shanati et al., 2019). Erwähnenswert ist die hohe Tendenz dieses Enzyms, bereits 
in unseren Laboren während der Proteinreinigung (nach der Elution aus der NTA-Ni-Säule) 
Kristalle (Ø 0,5-2 mm) zu bilden. Nach der Datensammlung von Synchrotronaufnahmen 
resultierte ein asymmetrisches Hexamer mit einer Auflösung von 1,83 Å. Die 3D-Strukrur von 
PseDH wurde in der Proteindatenbank (pdb) unter der Zugangsnummer (6QHE) hinterlegt.  
Fünf Monomere waren mit NAD+ besetzt, während das sechste Monomer (das gelbe Monomer 
in Abbildung 3.28) mit keinem Cofaktor besetzt war. Interessanterweise waren zwei 
hexakoordinierte Ionen unter der zentralen Achse des Tetramers detektierbar (lila Ion in 
Abbildung 3.28).  Auffällig in der Kristallstruktur ist der Aminosäurerest S143, welcher zwei 
unterschiedliche Konformationen aufweist (Abbildung 3.29 A) 
EDH zeigte eine starke Tendenz zu aggregieren. Die Kristallisation von EDH war daher nicht 
möglich.  
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Abbildung 3.28: Asymmetrische hexamere Struktur von PseDH aufgelöst mit 1.83 Å; Monomere gezeigt im 
Bandformat in blau, grün, rotorange, orange, cyan und gelb. Die hexakoordinierten Ionen sind in lila gezeigt 
(Shanati et al., 2019). 
 
Daher wurde ein Homologiemodell von EDH mittels Swiss Model Server mit einem GMQE-
Wert von 0,79 basierend auf der Kristallstruktur von 1-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol 
Dehydrogenase aus Aromatoleum aromaticum EbN1 (4URE, 1,4 Å, Sequenzidentität 46%) 
generiert (Abbildung 3.29 B) (Büsing et al., 2015, Guex et al., 2009, Benkert et al., 2011, 
Bienert et al., 2017, Bertoni et al., 2017, Waterhouse et al., 2018). GMQE steht für Global 
Model Quality Estimation. Durch diesen Wert, welcher zwischen 0 und 1 liegt, kann die 
Modellqualität eingeschätzt werden, wobei ein hoher Wert für hohe Modellqualität steht. Der 
QMEAN-Wert (Qualitative Model Energy Analysis) resultiert aus Datenkompensation 
unterschiedlicher geometrischer Eigenschaften des gesamten Modells als auch der lokalen 
Aminosäurereste. Der QMEAN-Wert beträgt in diesem Modell -0,68.  
Kristalle mit dem Substrat PPD zeigten keine ausreichende Streuung. PPD wurde mittels 
Autodock Vina an die Bindetasche der Kristallstruktur und des Homologiemodells gedockt. 
Anand der Kristallstruktur von PseDH und des Homologiemodells der EDH konnten potentielle 
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strukturelle Determinanten für die Stereoselektivität detektiert werden, welche fast wie ein Bild 
und Spiegelbild in der jeweiligen Bindetasche zu sehen sind. Beispielsweise hat EDH statt des 
polaren Rests S143 bei PseDH den hydrophoben Rest A145 und statt dem W152 bei PseDH 
hat EDH Y153, welcher anders als W152 nicht nur π-Stapelungsinteraktionen eingehen, 
sondern auch potentielle Wasserstoffbrücken zum Substrat bilden könnte.  
Interessanterweise zeigt das Modell von PseDH eine Interaktion zwischen der α-
Carbonylgruppe des Substrats PPD und der Hydroxylgruppen von Y155 und S141. Die andere 
β-Carbonylgruppe interagierte mit der Hydroxylgruppe von S143 (Abbildung 3.23 A).  
 
Abbildung 3.29: A) Struktur von PseDH, modelliert mit PPD (Orange) im Aktivzentrum. Die α-Carbonylgruppe 
scheint mit den Resten S141 und Y155 mit einem Abstand von jeweils 2,7 und 2,4 Å zu interagieren. Die β-
Carbonylgruppe scheint mit S143 (Abstand 2,9 Å) zu interagieren. Die zwei Konformationen von S143 sind 
erkennbar (grauer Pfeil). Eine verlängerte Schleife ist mit einem schwarzen Pfeil markiert. B) Homologiemodell 
des Enzyms EDH mit dem Substrat PPD. Interaktionen sind zwischen der α-Carbonylgruppe und S143 sowie 
Y156 (Abstände je 3,6 und 3,7 Å) erkennbar. 
 
Eine vergleichende Analyse der Kristallstruktur der PseDH in DALI Server (Holm und Laakso, 
2016) zeigte die höchste Ähnlichkeit zur kurzkettigen NADPH abhängigen Dehydrogenase 
gox2181 von Gluconobacter oxydans (PDB code 3AW3, 34% Sequenzidentität, Auflösung 1,6 
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Å) (Liu et al., 2011). Nach der Superpositionierung beider Strukturen ist ein Unterschied in 
einer verlängerten Schleife in der Kristallstruktur von PseDH zwischen A197 und S207 bzw. 
zwischen den α-Helices α-FG1 und α-FG2 in Abbildung 3.29 A zu erkennen.  
 
3.4.6 Temperaturoptimum der katalytischen Aktivität 
Der Effekt der Reaktionstemperatur auf beide Enzyme wurde anhand des photometrischen 
Assays basierend auf der Absorptionsabnahme von NADH bei 340 nm nach der Zugabe des 
Substrates PPD bestimmt. Das Reaktionsoptimum von PseDH wurde bei 35 °C festgestellt. Die 
initiale Aktivität von PseDH stieg um das Vierfache bei einem Temperaturanstieg zwischen 4 
und 25 °C. Ab 35 °C sank die Aktivität von PseDH. Bei 45 °C war nahezu keine Aktivität von 
PseDH mehr vorhanden (Abbildung 3.30).  
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Abbildung 3.30: Temperaturoptimum der katalytischen Aktivität von PseDH und EDH. Es wurde die Reduktion 
von PPD mittels jeweils PseDH und EDH in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 bei 340 nm gemessen (Shanati 
et al., 2019). 
 
Die Aktivität von EDH verdoppelte sich ausschließlich im Bereich zwischen 4-25 °C. Das 
Temperaturoptimum für EDH lag bei 70 °C, wobei die Aktivität dieser Dehydrogenase 
zwischen 4-70 °C um das Achtundzwanzigfache stieg. Die Aktivität von EDH sank ab einer 
Temperatur von 70 °C und glich bei 80 °C fast der Aktivität bei 35 °C. 
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3.4.7 pH-Optimum der katalytischen Aktivität 
Die Bestimmung des pH-Optimums erfolgte für beide Enzyme hinsichtlich der oxidativen und 
reduktiven Aktivität in einem pH-Beriech zwischen 4-12. Für die Oxidation wurden (+)-(S,S)-
Pseudoephedrin und (‒)-(R,S)-Ephedrin als Substrate von PseDH bzw. EDH verwendet. Dabei 
zeigten sowohl PseDH als auch EDH ein pH-Optimum bei pH 10, wobei die pH-Toleranzzone 
von PseDH breiter war (zwischen pH 9-11) als die von EDH (9,5-11) (Abbildung 3.31).  
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Abbildung 3.31: Initiale Reaktionsgeschwindigkeiten von PseDH und EDH bei 25 °C und unterschiedlichen pH-
Werten während der Oxidation von (+)-(S,S)-Pseudoephedrin bzw. (‒)-(R,S)-Ephedrin. Puffersysteme waren 
(jeweils 100 mM), (●) Citrat-Phosphatpuffer (pH 5-7), (■) Kaliumphosphatpuffer (pH 7-8) und (▲) Glycin-NaOH 
Puffer (pH 8,5-12) (Shanati et al., 2019). 
 
Für die reduktive Reaktionsrichtung wurde das Substrat PPD eingesetzt. Vergleichsweise zu 
der Oxidation von Aminoalkohol-Verbindungen hatten beide Dehydrogenasen eine fast 
dreifach höhere spezifische Aktivität in der reduktiven Reaktionsrichtung (Abbildung 2.32).  
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Abbildung 3.32: Initiale Reaktionsgeschwindigkeiten von PseDH und EDH bei 25 °C unter verschiedenen pH-
Werten während der Reduktion von PPD. Puffersysteme waren (jeweils 100 mM), (●) Citrat-Phosphatpuffer (pH 
4-7), (■) Kaliumphosphatpuffer (pH 7-8) und (▲) Glycin-NaOH Puffer (pH 8,5-12) (Shanati et al., 2019). 
 
Das pH-Optimum lag bei 6 bzw. 6,5 für PseDH bzw. EDH. Bei der Oxidationsreaktion der 
Aminoalkohol-Verbindung hingegen war die pH-Toleranzzone für EDH (4-9) breiter als für 
PseDH (4-8).  
3.4.8 Temperaturoptimum der Enzymstabilität 
Die Halbwertszeiten (t1/2) für beide Dehydrogenasen wurden in einem Temperaturbereich 
zwischen 5-60 °C über zwei Monate ermittelt (Abbildung 3.33). PseDH zeigte eine typische 
Kurve zur Abnahme der Halbwertszeit bei steigenden Temperaturen. Die höchste Halbwertszeit 
(t1/2 666 h) wurde bei 5 °C ermittelt. Bei Raumtemperatur ist PseDH nur halb so stabil (t1/2 280) 
als bei 5 °C. Bei 30 °C sinkt die Halbwertszeit auf 72 h.  
Die Untersuchung der thermalen Stabilität von EDH ergab ein unerwartetes 
Temperaturverhalten, in dem die EDH bei niedrigeren Temperaturen weniger stabil ist als bei 
höheren Temperaturen. Diese Experimente wurden drei Mal jeweils im Triplikat durchgeführt 
und ergaben immer ein ähnliches Resultat. Demzufolge betrug die Halbwertszeit bei 5 °C ca. 2 
h. Bei Raumtemperatur stieg die Halbwertszeit bis auf 38 h an und erreichte ein Optimum bei 
40 °C mit einer verglichen zu Raumtemperatur (25 °C) verdoppelten Halbwertszeit (t1/2 82 h) 
(siehe Abbildung 3.27).  
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Abbildung 3.33: Lagerstabilitäten der PseDH und EDH in 100 mM Phosphatpuffer pH 7,5 bei unterschiedlichen 
Temperaturen. Die Enzymaktivität wurde anhand der Reduktion von PPD in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 
7,5 ermittelt (Shanati et al., 2019). 
3.4.9 pH-Optimum für die Enzymstabilität 
Die Stabilität von PseDH und EDH wurde in unterschiedlichen Pufferlösungen in einem pH-
Bereich zwischen 6-9,5 bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 25 Tagen ermittelt. 
PseDH war stabil in einem pH-Bereich zwischen 6-8 (t1/2 113-193 h). Im Gegensatz dazu lag 
die Stabilitätszone von EDH mehr in Richtung des basischen Bereichs zwischen 7,5-8,5 mit 
Halbwertszeiten zwischen 34 bzw. 21 h. Außerhalb dieses Bereichs nahm die Stabilität beider 
Dehydrogenasen rasch ab (Abbildung 3.34). 
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Abbildung 3.34: Lagerstabilität von PseDH und EDH im pH-Bereich zwischen 5,0-9,5 in unterschiedlichen 
Puffersystemen bei Raumtemperatur °C. Puffersysteme waren (jeweils 100 mM), (●) Citrat-Phosphatpuffer (pH 
5-7), (■) Kaliumphosphatpuffer (pH 7-8) und (▲) Glycin-NaOH Puffer (pH 8,5-9,5) (Shanati et al., 2019). 
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3.4.10 Effekt von Metallionen und EDTA auf die katalytische Aktivität 
Die Zugabe bzw. die Inkubation von PseDH und EDH in 1 mM verschiedener Metallionen bzw. 
5 mM EDTA hatte keinen signifikanten Effekt auf die katalytische Aktivität von PseDH und 
EDH (Abbildung 3.35). Dies deckt sich mit der Einstufung von PseDH und EDH in die 
Superfamilie der SDRs, da diese keine katalytisch aktiven Metallionen im Aktivzentrum 
besitzen (Kavanagh et al., 2008).  
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Abbildung 3.35: Einfluss der Zugabe verschiedener Metallionen und EDTA auf die relative Aktivität von PseDH 
und EDH. 100% relative Aktivität entsprechen 16,1 U mg-1 und 7,3 U mg-1 für PseDH bzw. EDH. Die Aktivität 
wurde in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 bestimmt (Shanati et al., 2019). 
 
3.4.11 Effekt der Ionenstärke des Reaktionspuffers auf die katalytische Aktivität 
PseDH zeigte eine siebenfache Verbesserung der katalytischen Aktivität bei einer 
Kaliumphosphatpufferstärke von 5 mM bis 800 mM (Abbildung 3.36). Ab Verwendung von 1 
M Kaliumphosphatpuffer sank die Aktivität ab. Bei 3 M Kaliumphosphatpuffer war PseDH 
nicht mehr aktiv. Bei EDH wurde das Optimum der initialen Aktivität bei 100 mM 
Kaliumphosphatpuffer erreicht, wobei die Aktivität zwischen 5-100 mM 2,2-fach anstieg.  
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Abbildung 3.36: Einfluss der Ionenstärke des Kaliumphosphatpuffersystems (zwischen 0,005-3 M) auf die 
katalytische Aktivität von PseDH und EDH bei 25 °C und pH 7,5. 
Ab 100 mM Kaliumphosphatpuffer verlor EDH ihre Aktivität schrittweise bis ca.1 M. Ähnliche 
Ergebnisse ergaben sich bei unterschiedlichen Konzentrationen von Kaliumformiat, wobei die 
Aktivität in 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) getestet wurde (Abbildung 3.37). Die 
katalytische Aktivität von PseDH war ca. dreifach höher bei einer Kaliumformiat-
Konzentration von 1,5 M als bei den Messungen ohne Kaliumformiat.  
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Abbildung 3.37: Einfluss der Ionenstärke des Kaliumformiats (zwischen 0,05-5 M) auf die initiale Aktivität von 
PseDH und EDH bei 25 °C und pH 7,5.  
Das Kaliumformiat zeigte keinen Effekt auf die Aktivität von EDH bis zu einer Konzentration 
von 300 mM. Ab dieser Konzentration fiel die katalytische Aktivität langsam ab. Die 
Verträglichkeit beider Dehydrogenasen gegenüber hohen Konzentrationen von Kaliumformiat 
war insgesamt höher als gegenüber Kaliumphosphat.  
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3.5 Diskussion der molekular biotechnologischen Ergebnisse 
3.5.1 Spezifische Aktivitäten und Substratspektrum  
PseDH und EDH besitzen ein Substratspektrum mit einer großen Bandbreite, welches bis jetzt 
in der Literatur noch nie beschrieben wurde. Im Vergleich zu den natürlichen Substraten 
(Ephedrin und PPD) konnten größere strukturelle Variationen akzeptiert werden. Der 
aromatische Ring mit einer aliphatischen Kette scheint für die katalytische Aktivität beider 
Dehydrogenasen essentiell zu sein.  
Durch das Substratscreening konnten die Substratpräferenzen beider Dehydrogenasen 
beschrieben werden. Somit war die Reaktionsgeschwindigkeit bei großen bulky-bulky 
Substraten (z. B. alle Derivate von Benzil, 2,2'-Furil, etc.) bei EDH höher als bei PseDH. 
Außerdem scheint das Vorhandensein einer aktiven funktionellen Gruppe am β-C-Atom der 
aliphatischen Kette unabdingbar für die katalytische Aktivität der PseDH zu sein. Diese 
funktionellen Gruppen können entweder Wasserstoffbrücken bilden, z. B. Amino- oder 
Carbonylgruppen oder an ionischen Interaktionen teilnehmen z. B. Halogenreste. Die 
Abwesenheit solcher funktionellen Gruppen könnte teilweise die fehlende Aktivität von PseDH 
gegeüber 1-Phenyl-1-propanon sowie 1-Phenyl-1,3-butandion erklären. Eine weitere Klärung 
zu der fehlenden Aktivität bei PseDH in diesem Fall wäre die Tatsache, dass all diese 
funktionellen Gruppen einen negativen induktiven Effekt (-I) besitzen, welcher 
elektronenziehend wirkt und somit die Reduktion des Nachbar-C-Atoms begünstigt (Sheppard, 
1967). Bei dem neutralen H-Atom am β-C-Atom der aliphatischen Kette von 1-Phenyl-1-
propanon ist dieser negative I-Effekt nicht vorhanden und somit ist ein Wasserstofftransfer auf 
das benachbarte Carbonyl nicht so stark begünstigt wie bei den getesteten elektronenziehenden 
Gruppen. Der negative I-Effekt scheint somit eine Rolle für die katalytische Aktivität zu 
spielen. Die über kcat/Km ermittelte katalytische Effizienz stützt diese Begründung bei EDH 
(Abbildung 3.38). Die katalytische Effizienz beim α-Diketon PPD ist ca. elffach höher als bei 
Ergebnisse und Diskussion 
125 
 
dem Monoketon 1-Phenyl-1-propanon und ca. sechsfach höher als bei dem β-Diketon 1-
Phenyl-1,3-butandion. Noch deutlicher scheint sich der negative I-Effekt bei EDH auf das 
zweifach halogenierte Substrat 2-Bromo-1-(3-chlorophenyl)-1-propanon auszuwirken, da eine 
ca. zweifach höhere katalytische Effizienz mit dem zweifach halogenierten Substrat als bei der 
einfach halogenierten Verbindung 2-Chloropropiophenon, erreicht wird.  
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Abbildung 3.38: Katalytische Effizienz (kcat/Km) zur chiralen Reduktion aromatischer Ketone bei PseDH (orange) 
und EDH (schwarz).  
 
Der Haloketoester Ethyl-2- chlorobenzoylacetat zeigte ebenfalls diese Korrelation zwischen 
dem I-Effekt und der katalytischen Effizienz für die katalytische Reduktion der EDH.  
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Um die katalytische Effizienz von PseDH bei manchen Substraten erklären zu können, soll 
neben dem beschriebenen elektrostatischen Effekt auch der mesomere Effekt betrachtet 
werden. Die Substrate 1,2-Naphthoquinon und Isatin weisen eine Resonanzstruktur bzw. einen 
elektronenziehenden negativen mesomeren (M)-Effekt auf (Chu und Griffiths, 1978, Matos et 
al., 2003), welcher jeweils zu einer zwanzig- und fünffach höheren katalytischen Effizienz von 
PseDH zu führen scheint. 
Diese Effekte zeigen einen wichtigen Einfluss auf die katalytische Aktivität dieser Enzyme, 
trotzdem müssen alle Effekte, u. a. induktiver Effekt, mesomerer Effekt, sterische Effekte, 
sowie hydrophobe Wechselwirkungen etc., zur gleichen Zeit ebenfalls in Betracht gezogen 
werden, um eine schlüssige Erklärung sowohl der resultiertenden katalytischen Aktivität als 
auch des erzielten Enantiomerenüberschusses zu erhalten. Diese Effekte wurden bei der 
LbADH aus Lactobacillus brevis teilweise untersucht (Naik et al., 2012, Rodríguez et al., 2014) 
und erzielten vergleichbare Schlussfolgerungen zum gleichzeitigen Einfluss der hydrophoben, 
elektronischen und sterischen Effekte auf die katalytische Effizienz der LbADH. 
3.5.2 Stereoselektivität  
Das Enzym EDH folgt in seiner katalytischen Aktivität der Prelog Regel, während die andere 
Dehydrogenase PseDH Anti-Prelog spezifisch wirkt (Abbildung 3.39). Anti-Prelog spezifische 
Dehydrogenasen sind selten in der Natur zu treffen (Prelog, 1964, Liang et al., 2013, Itoh, 
2014). Von den gut charakterisierten Alkoholdehydrogenasen mit Prelog Spezifität sind 
zahlreiche bekannt, u.a. die NADH abhängige CPCR aus Candida parapsilosis (Jakoblinnert 
et al., 2012), die Lösungsmittel-tolerante ADH-A aus Rhodococcus ruber (Stampfer et al., 
2002), und die NADPH abhängige RADH aus Ralstonia sp. Die letzte Dehydrogenase kann die 
Synthese vom α-Diol 1-Phenyl-1,2-propandiol durch die Reduktion von 2-
Hydroxypropiophenon (HPP) durchführen (Kulig et al., 2012, Kulig et al., 2013). Die Anti-
Prelog spezifischen Dehydrogenasen sind in der Pharmaindustrie sehr gefragt (Huisman et al., 
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2010, Tasnádi und Hall, 2013). Unter diesen Anti-prelog spezifischen Alkoholdehydrogenasen 
befinden sich LkADH aus Lactobacillus kefir, LbADH aus Lactobacillus brevis, LsADH aus 
Leifsonia sp. und Ped-ADH aus Pseudomonas sp. (Bradshaw et al., 1991, Bradshaw et al., 
1992, Schlieben et al., 2005, Inoue et al., 2005). Unter all diesen bekannten Beispielen für 
ADHs zeichnen sich die neuen PseDH und EDH durch ihre strikte Regio- und 
Enantioselektivität in der Reduktion des α-Diketons PPD zu (S)-PAC und (R)-PAC aus, welche 
durch PseDH bzw. EDH umgesetzt werden. Diese Produkte stellen mit der erzielten optischen 
Reinheit von > 99% wertvolle chirale Bausteine für verschiedene industrielle Anwendungen 
dar (Satianegara et al., 2006, Sehl et al., 2017). 
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EDH
(groß)
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Abbildung 3.39: Der vorgeschlagene Transfermechanismus von Pro(S)- und Pro(R)-Hydrid-Ion des C4-Atoms 
am Nikotinamidring des Cofaktors NADH auf jeweils die re-Seite und si-Seite des prochiralen α-Carbonyl von 
PPD mittels PseDH bzw. EDH. 
 
Da 1-Phenyl-1-propanon, 1-Phenyl-1,3-butandion und 2-Thenoylacetonitril strikt 
enantioselektiv mittels EDH reduziert werden, scheint die Abwesenheit des β-Carbonyl die 
Enantioselektivität nicht zu beeinflussen. 
Um die Limitierung dieser Enantio- und Regioselektivität tiefer zu überprüfen, wurden die 
asymmetrischen Substrate 4-Chlorobenzil, Phenyl-2-pyridinylmethanon und (4-
Chlorophenyl)-2-pyridinylmethanon ausgewählt, wodurch die Präferenzen zwischen den 
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Unterschieden am aromatischen Ring  deutlicher gezeigt werden können. Eine einfache chirale 
Reduktion vom asymmetrischen α-Diketon 4-Chlorobenzil führt zur Bildung von vier 
unterschiedlichen α-Hydroxyketonen. Im Falle von PseDH resultieren zwei Produkte mit einem 
Verhältnis von 1:1 nach der Reduktion von 4-Chlorobenzil. Im Gegensatz dazu erzeugt die 
EDH hauptsächlich ein einziges Produkt nach dem Vollumsatz von 4-Chlorobenzil. Nach dem 
Vergleich mit authentischen kommerziellen Referenzsubstraten konnten die Produkte 
identifiziert werden. Somit resultierten aus dem Umsatz mit PseDH (2S)-1-(4-Chlorophenyl)-
2-hydroxy-2-phenylethanon und (2S)-2-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxy-1-phenylethanon 
(Abbildung 3.40). Das zeigt, dass PseDH dieses Substrats nur enantioselektiv ohne 
Regioselektivität reduziert hat. Hingegen war die chirale Reduktion dieses Substrats mit EDH 
enantio- als auch regioselektiv und erzeugte ausschließlich (2R)-1-(4-Chlorophenyl)-2-
hydroxy-2-phenylethanon. Die Auswirkung der Interaktion zwischen Protein und Ligand wird 
durch den Chlorsubstituenten in diesem Substrat verdeutlicht. PseDH interagiert mit den beiden 
unterschiedlichen aromatischen Ringen gleich, ohne Präferenzen zu der Chlorsubstituierung an 
para-Position zu zeigen. Hingegen wird die Substratbindung zur EDH im aktiven Zentrum 
verglichen mit dem nicht substituierten Aryl-Rest starkt bevorzugt.  
NAD+NADH
NAD+
PseDH
EDH
NADH
 
Abbildung 3.40: Reaktionsschema zur enantioselektiven Reduktion von 4-Chlorobenzil zu (2S)-1-(4-
Chlorophenyl)-2-hydroxy-2-phenylethanon und (2S)-2-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxy-1-phenylethanon mittels 
PseDH (nicht regioselektiv) und zu (2R)-1-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxy-2-phenylethanon (regioslektiv) mittels 
EDH. 
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Weiterhin machen die Substrate Phenyl-2-pyridinylmethanon und (4-Chlorophenyl)-2-
pyridinylmethanon diese Ring-Präferenzen deutlich. Das Substrat Phenyl-2-pyridinylmethanon 
wurde aus zwei Gründen zur Untersuchung der Enantioselektivität gewählt. Erstens kann dieses 
Substrat die Interaktionen der unterschiedlichen aromatischen Ringe mit der Bindetasche beider 
Enzyme weiter verdeutlichen. Zweitens hat dieses Substrat eine Gemeinsamkeit mit dem 
natürlichen Substrat Ephedrin, wobei sich das Stickstoffatom in der Resonanzstruktur des 
Pyridyl-Rings befindet, anders als bei Ephedrin mit dem aliphatischen Methylamin-Rest. 
Anhand der gemessenen spezifischen optischen Drehwerte ist davon auszugehen, dass beide 
Dehydrogenasen die Phenylgruppe als einen potentiellen Interaktionsrest in der 
Substratbindetasche akzeptieren (Abbildung 3.41). Bei Anwesenheit der Chlorsubstituierung 
in (4-Chlorophenyl)-2-pyridinylmethanon wechselt der potentielle Interaktionsrest im Molekül 
zur Pyridyl-Gruppe statt der 4-Chlorophenylgruppe (Abbildung 3.46).  
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Abbildung 3.41: Reaktionsschema der Reduktion von Phenyl-2-pyridinylmethanon und (4-Chlorophenyl)-2-
pyridinylmethanon mittels PseDH und EDH. Die Inversion der Präferenzen zu den funktionellen Resten bei beiden 
Enzymen ist durch diese Substrate dargestellt. 
 
Die Differenzerkennung zwischen der Phenylgruppe und der Pyridyl-Gruppe während der 
Reduktion des Carbonyls ist schwächer bei PseDH als bei EDH. Die höhere Affinität zur 
Pyridyl-Gruppe als Orientierungsligand wird jedoch deutlicher, da die 4-Chlorophenylgruppe 
als Gegenspieler interagiert, wodurch ein höherer Enantiomerenüberschuss bei beiden 
Enzymen erreicht wird.  
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Durch diese Experimente kann die Reihenfolge der Affinität zwischen den getesteten Liganden 
und den Proteinen vorgeschlagen werden: 
EDH-Affinitätsfolge: Phenylgruppe> Pyridylgruppe> Chlorophenylgruppe. 
PseDH-Affinitätsfolge: Phenylgruppe≥ Pyridylgruppe> Chlorophenylgruppe.  
Erwähnenswert ist, dass das symmetrische Derivat Diphenylmethanon durch beide Enzyme 
nicht umgesetzt wurde. Da die anderen Aryl-Aryl Substrate mittels beider Dehydrogenasen 
bereits reduziert werden konnten, scheint die Hinderung der Aktivität mit Diphenylmethanon 
nicht auf sterische Effekte zurückzuführen sein. Sie könnte an dem doppelten mesomeren 
Effekt der Phenylgruppen in diesem symmetrischen Substrat liegen. Dieser Effekt ist zwar auch 
im Molekül Phenyl-2-pyridinylmethanon teilweise vorhanden, wird aber durch einen negativen 
(I)-Effekt durch den Stickstoff der Pyridylgruppe begleitet.  
Die Enantioselektivität bei diesen Dehydrogenasen wird nicht nur durch die Eigenschaften des 
aromatischen Rings bestimmt, sondern auch durch die Natur des Halogens in der α-Position 
zum reduzierenden Carbonyl stark beeinflusst. Durch den erhaltenen Enantiomerenüberschuss 
nach der Katalyse der Substrate 2-Bromoacetophenon und 2-Chloroacetophenon mittels EDH 
kann geschlussfolgert werden, dass sich die Anwesenheit des Bromatoms (ee ca. 85%) 
schlechter auf die Enantioselektivität auswirkt als das Chloratom (ee ca. 98%). 
Interessanterweise wurde für ADH aus dem Stamm Bacillus sp. ECU0013 der umgekehrte 
Effekt von Brom- bzw. Chloratom beschrieben, d.h. es wurden höhere Enantioselektivitäten 
mit einem Bromatom als mit einem Chloratom verzeichnet (Ni et al., 2011). In beiden Fällen 
ist die erzielte Enantioselektivität ein Resultat des Zusammenspiels elektronischer und 
sterischer Effekte. Diese zu untersuchen benötigt die Aufklärung der Kristallstruktur bzw. die 
Durchführung von Punktmutationen im jeweiligen Enzym.  
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3.5.3 Strukturelle Untersuchungen anhand Kristallstruktur und Homologiemodell 
Das Alignment von PseDH und EDH zeigt einen Aminosäureüberhang mit einer Länge von 21 
Aminosäuren am C-Terminus von PseDH auf (Abbildung 3.42).  
 
Abbildung 3.42: Sequenz-Alignment der PseDH und EDH. Grün markierte Aminosäurereste zeigen die klassische 
katalytische Tetrade der kurzkettigen Dehydrogenasen. Rot markierte Reste deuten auf potentielle strukturelle 
Determinanten für die erzielte Regio- und Enantioselektivität der Enzyme. 
 
Dieser Überhang wurde anhand verschiedener Mutationen stufenweise gekürzt. Weder die 
Aktivität noch die Enantioselektivität waren bei den resultierenden PseDH Mutanten negativ 
beeinträchtigt (Daten nicht gezeigt). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass dieser 
Aminosäureüberhang für die katalytische Aktivität nicht essenziell ist. Sowohl PseDH als auch 
die EDH besitzen die klassischen Bindungssequenzen für Cofaktor TGxxx[A/G]xG und 
Substrat YxxxK. Die für die SDR typische katalytische Tetrade kommt in PseDH (N113, S141, 
Y155 & K159) und in EDH (N115, S143, Y156 & K160) vor. PseDH besitzt die konservierten 
Aminosäurereste S141 und Y155. Diese sind bei der EDH S143 und Y156. Das Lysin (PseDH-
K159 / EDH-K160) interagiert mit dem Ribose-Rest des Cofaktors NADH und reduziert den 
pKa der Hydroxylgruppe von Tyrosin (PseDH-Y155 / EDH-Y156), um den Wasserstofftransfer 
zu initiieren. Das Tyrosin per se agiert als katalytische Base bzw. Protonendonor. Das Serin 
(PseDH-S141 / EDH-S143) unterstützt als Anker bei der Stabilisierung und der Orientierung 
des Substrats (Filling et al., 2002). Das Asparagin (PseDH-113 / EDH-N115) bindet an das 
jeweilige Lysin (PseDH-K159 / EDH-K160), um ein Wasserstoff-Transportsystem über ein 
Netzwerk von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Cofaktor, den katalytischen 
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Aminosäuren und einer Kette aus Wassermolekülen zu bilden (Jörnvall et al., 1995, Price et 
al., 2004).  
3.5.4 Cofaktor Spezifität 
Generell werden zur Bindung des Cofaktors NADP+ an eine Bindetasche u. a. die basischen 
oder polaren Aminosäurereste S14, R15 und T37 benötigt, die eine Wasserstoffbrückenbindung 
mit dem 2′-Adeninribosephosphat formen (Price et al., 2004). Weder PseDH noch EDH 
besitzen solche essentiellen Aminosäurereste zur Bindung von NADP+. Stattdessen ist der T37 
durch den sauren Aminosäure-Rest D37 bei PseDH und D36 bei EDH ersetzt (Lesk, 1995). In 
NAD+ spezifischen Dehydrogenasen ist der Raum, welcher sonst vom Phosphat-Rest in NADP+ 
besetzt würde, durch eine konservierte Wasserstoffbrückenbindung zwischen Apartat-Rest 
(D37 bei PseDH / D36 bei EDH) und der Adeninribose von NAD+ belegt. Es kann 
geschlussfolgert werden, dass die Determinante Aminosäure D37 bei PseDH und D36 bei EDH 
diese Cofaktor Spezifität hervorruft.  
3.5.5 Cofaktor Bindung und Konformationsänderung 
Die Bindetasche des Cofaktors zeigt an zwei Stellen zwei unterschiedliche Konformationen, je 
nach Besetzung der Tasche mit NAD+. Die Schleife zwischen αB und βA (TGGAMGMG), 
welche dem Cofaktor Bindungsmotiv TGxxx[A/G]xG entspricht, kann durch ihre Flexibilität 
den Abstand zwischen der Sulfidgruppe von M16 und dem γ-C von V112 nach der Cofaktor-
Bindung von 13,9 auf 12,9 Å verringern. In der zweiten Schleife zwischen βB und αC ist 
ebenfalls eine Verringerung des Abstands zwischen dem ε-C von R38 und γ-C von V112 nach 
der Bindung des Cofaktors von 8,4 auf 7,1 Å zu sehen. Diese Konformationsunterschiede wären 
möglicherweise notwendig, damit der Cofaktor in die Bindetasche hinein passen würde. Die 
Bindung des Cofaktors ändert somit die Enzym-Konformation von einer nicht-geordneten 
„geöffneten“ Form zu der geordneten „geschlossenen“ Form. Das gilt als erste Aktivierung des 
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Enzyms vor der Substratbindung. Auf dieser Basis kann der geordnete „bi-bi“ Mechanismus 
für die katalytische Aktivität des Enzyms vermutet werden.  
3.5.6 Strukturelle Analyse des aktiven Zentrums 
Um die relevanten Unterschiede zwischen PseDH und EDH als Basis der unterschiedlichen 
Aktivität zu bestimmen, wurden deren Struktur bzw. Modell in Superpositionierung gestellt. 
Dazu wurden Ligand-Protein-Docking Experimente mit dem Modell der PseDH und dem 
Homologiemodell der EDH durchgeführt (Abbildung 3.29).  
Bei der Betrachtung der superpositionierten Modelle konnte der Austausch von S143 bei 
PseDH durch A145 bei EDH erkannt werden. Das polare S143 wurde in der Kristallstruktur 
von PseDH in zwei Konformationen aufgenommen, was auf eine Flexibilität in diesem Bereich 
hindeutet. Zudem könnte S143 in PseDH eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem Substrat 
bilden. Die Docking-Ergebnisse und die experimentellen Daten weisen darauf hin, dass die 
potentielle Wasserstoffbrücke zwischen dem β-Carbonyl und der Hydroxylgruppe von S143 
(Abstand 2,9 Å) für die katalytische Aktivität essenziell ist. Beide natürlichen Substrate (+)-
Pseudoephedrin und PPD können theoretisch diese Wasserstoffbrücke mit S143 bilden. 
Vermutlich verursacht die Bildung dieser Wasserstoffbrücke eine Umorientierung des Motivs 
SGPIVADPGW zwischen S143-W152, was letztendlich zu einer Interaktion (als π-Stapelung 
oder hydrophobe Interaktion) zwischen dem aromatischen Indol-Ringsystem von W152 und 
dem aromatischen Ring des Substrates führt. Bei Betrachtung dieser Schleife ist die 
palindromische Anordnung GPXXXXPG erkennbar. Prolin und Glycin gelten als Brecher der 
Sekundärstruktur im Protein. Prolin ist strukturell zu rigide, um in einer hochgeordneten 
Struktur eingebettet zu werden. Auf der anderen Seite ist Glycin so flexibel, dass der induzierte 
Entropieeffekt einen Strukturwechsel von einer sekundären Struktur zu einer Schleife 
hervorruft (Imai und Mitaku, 2005). Dieses Motiv vermittelt den Eindruck, dass eine flexible 
und geordnete Bewegung mithilfe von G144-P145 und P150-G151 erfolgen könnte, indem die 
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äußeren Glycin-Reste Flexibilität der Schleife bieten und gleichzeitig die inneren Prolin-Reste 
für die Rigidität im Inneren der Schleife sorgen. Aufgrund der elektrisch geladenen Aminosäure 
D149 sollte die Schliefe in wässriger Lösung nach außen orientiert bleiben, solange sich kein 
Substrat in dem aktiven Zentrum befindet. Erst nach der Bildung einer Wasserstoffbrücke 
zwischen S143 und dem β-Carbonyl in PPD ändert sich die Konformation von S143, was zu 
einer Umorientierung des Motivs mit einer Bewegung ins Innere des Enzyms führen kann.  
Für die Anordnung der aromatischen Ringe im π-Stapelsystem wird ein Abstand von 4,5-5 Å 
benötigt (McGaughey et al., 1998), was im vorliegenden Docking Modell (zwischen 5-7 Å) 
nicht der Fall ist. Da aliphatische Substrate von PseDH nicht akzeptiert werden, könnte eine 
Interaktion zwischen den Ringen nicht nur vorhanden, sondern essentiell für die Aktivität sein.  
Wenn das Substrat in dem aktiven Zentrum bindet, könnte aufgrund der Interaktion zwischen 
dem β-Carbonyl und der Hydroxylgruppe von S143 eine Konformationsänderung der Substrat-
Bindetasche erfolgen. Dabei könnte eine minimale Bewegung der Schleife mit den 
angrenzenden Rest W152 von α-Helix (α-F) ins Innere des aktiven Zentrums verursacht 
werden. Somit wird die Wahrscheinlichkeit für eine Ring-Ring Interaktion höher, wodurch das 
Substrat in Richtung des Nikotinamid-Ringes verschoben wird, um den Hydrid-Ion Transfer 
zum α-Carbonyl zu ermöglichen. Bei dieser Positionierung wird der pro-(S)-Hydrid des 
Cofaktors an die re-Seite des prochiralen α-Carbonyl transferiert, sodass (S)-PAC erzeugt wird. 
Interessanterweise können Aryl-Alkyl Ketone anhand der fehlenden elektronegativen 
funktionellen Gruppe am β-C-Atom der aliphatischen Kette keine Wasserstoffbrücke mit S143 
bilden, was dazu führen könnte, dass die Substratbindetasche „geöffnet“ und inaktiv bleibt. 
Dies könnte der Grund sein, warum PseDH die Substrate 1-Phenyl-1-propanon und 1-Phenyl-
1,3-butanedion nicht umsetzen kann. Außerdem kann dadurch die strikte Regio- und 
Enantioselektivität von PseDH begründet werden, in der eine produktive Konformation des 
Substrats nur durch die Anti-Prelog-Bindung des β-Carbonyls mit S143 über eine 
Wasserstoffbrücke möglich ist.  
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Der Austausch des polaren Rests S143 durch den leicht hydrophoben kleinen Rest A145 beim 
Enzym EDH, bietet mehr Raum für den aromatischen Ring des Substrats. Insgesamt ist die 
Schleife (AGILGLPGY) zwischen A145-Y152 bei EDH kürzer als das Motiv bei PseDH. Das 
Motiv, welches in PseDH zu sehen ist, fehlt bei EDH gänzlich. Stattdessen ist die Schleife 
hydrophob, sodass die Bindetasche aufgrund hydrophober Interaktionen der Reste in der 
Schleife mit L205 und W208 enger wird.  
Das Docking Experiment zeigte, dass der aromatische Ring des Substrats in Richtung A145 
positioniert ist. Eine Gegenüberstellung, welche zum (S)-PAC führen würde, ist aufgrund des 
Zusammenstoßes mit L194 und mit Y53 unmöglich. Dabei sollte Y153 mit dem aromatischen 
Ring des Substrates in keine Ring-Ring Interaktion eingehen (Abstand zwischen 5,5-6,5 Å). 
Dazu ist die Bildung einer Wasserstoffbrücke zwischen dem Alkohol von Tyrosin und dem β-
Carbonyl des Substrates möglich, jedoch für die Aktivität der EDH nicht essentiell (wie bei 
S143 in PseDH). All diese Faktoren führen zur strikten Prelog-Orientierung des Substrates im 
aktiven Zentrum, wobei der pro-(R)-Hydrid-Transfer aus dem Cofaktor auf die si-Seite des 
prochiralen α-Carbonyl erfolgt, sodass (R)-PAC entsteht. Die strikte Regio- und 
Enantioselektivität gegenüber 4-Chlorobenzil bei der EDH kann durch sterische Effekte 
hervorgerufen werden, denn der Raum um den aromatischen Ring hindert leicht die 
Positionierung von substituierten Ringen. Zusammenfassend bietet das jetzige 
Homologiemodell vorübergehend eine nützliche Plattform, um weitere Forschungsarbeiten mit 
diesem Enzym zu ermöglichen. Nichtsdestotrotz sollte die Kristallstruktur erstellt werden, um 
robustere Annahmen bezüglich der katalytischen Aktivitäten stellen zu können.  
3.5.7 Sequenzanalyse des Motivs GPXXXXPG 
Wie oben erwähnt, scheint dieses Motiv essentiell für die Enzymaktivität zu sein, weshalb es 
näher untersucht werden sollte. Eine komparative Sequenzanalyse in der NCBI Protein 
Datenbank zu den durch BLAST Recherche erhaltenen 100 Aminosäuresequenzen zeigte, dass 
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G144 und G151 in PseDH konservierte Reste sind (Abbildung 3.43). Hingegen ist P145 durch 
Threonin (66%) und Aspartat (17%) ersetzt. Das Vorkommen von P150 wiederholt sich öfter 
als P145, dennoch wird es haupsächlich durch Glutamat (60%) ersetzt. Das gesamte Motiv 
XGPXXXXPGX kommt in den vorhandenen Datenbanken (NCBI, SwissProt, PIR und PDB) 
in drei Mikroorganismen Ruminiclostridium sufflavum (Ruminococcaceae), Bacterium HV4-5-
B5C (Ruminococcaceae) und Bacterium MS4 (Clostridiaceae) vor.  
 
 
Abbildung 3.43: Darstellung zu konservierten Resten (Prolin und Glycin) im Motiv XGPXXXXPGX, abgeleitet 
aus einem multiplen Sequenzalignment mit der Sequenz von PseDH, erzeugt von nicht rudenanten 
Proteinsequenzen der NCBI-Datenbank. 
 
Im Falle der EDH ist nur G146 stark konserviert. P151 (59%) dominiert oft diese Position, 
wobei es durch basische Aminosäuren wie Arginin (16%) und Lysin (12%) ersetzt wird 
(Abbildung 3.44). Anders als bei der PseDH ist G152 kaum konserviert (32%) und wird u.a. 
durch das basische Lysin (22%) bzw. durch Amidgruppen tragende Aminosäuren wie 
Asparagin und Glutamin (zusammen 39%) ersetzt. In der Protein Datenbank PDB wurde dieses 
Motiv nicht gefunden, sodass ein struktureller bzw. funktioneller Vergleich nicht möglich ist. 
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Abbildung 3.44: Darstellung zu konservierten Resten (Prolin und Glycin) im Motiv XGPXXXXPGX abgeleitet 
aus einem multiplen Sequenzalignment mit der Sequenz von EDH, generiegt von nicht rudenanten 
Proteinsequenzen der NCBI-Datenbank. 
 
Interessanterweise fehlt der Prolin Rest in allen untersuchten Elementen. Das kann auf eine 
Deletion bzw. Addition von „P145“ während der Evolution dieser zwei Dehydrogenasen 
hindeuten.  
3.5.8 Temperatureinfluss auf Aktivität und Stabilität 
Die thermale Stabilität ist eine der wichtigsten Eigenschaften eines für die technische Nutzung 
vorgesehenen Enzyms. Mit ca. 11 Tagen Halbwertszeit, eignet sich die PseDH für den Einsatz 
als Biokatalysator bei Raumtemperatur. Strukturelle Analysen zeigen keinen Nachweis auf 
Bildung von stabilisierenden Disulfidbrücken in beiden Dehydrogenasen. 
Die EDH zeigt hohe Toleranz gegenüber hohen Temperaturen sowohl bei Aktivität als auch bei 
Lagerung. Sehr untypisch ist das temperaturabhängige Verhalten von EDH, wobei das Enzym 
bei Raumtemperatur halb so stabil ist wie bei 40 °C. Aufgrund dieser Auffälligkeit wurde dieser 
Test drei Mal jeweils im Triplikat wiederholt. Die Ergebnisse war jedoch reproduzierbar, d.h. 
die EDH präferiert höhere Temperaturen für ihre Stabilität. Erwähnenswert ist die spontane 
Generierung unerwünschter Aggregate von EDH innerhalb von einer Stunde bereits nach deren 
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Reinigung, wenn das Enzym bei 0 °C aufbewahrt wurde. Die durch kalte Temperaturen 
hervorgerufene Denaturierung könnte eine Konsequenz schwacher hydrophober Interaktionen 
an der Grenzfläche der Untereinheiten des Enzyms sein (Nagradova et al., 1975, Erez et al., 
2002, Almog et al., 2007).  
Die thermale Stabilität resultiert letztendlich aus dem Zusammenspiel verschiedener Faktoren, 
u. a. Wasserstoffbrücken, Ionennetzwerke, hydrophobe Interaktionen, Salzbrücken, 
Metallionenkoordination und Protein Oligomerisierung (Vogt und Argos, 1997, Sterner und 
Liebl, 2001). 
3.5.9 Einfluss des pH-Werts auf Aktivität und Stabilität 
Der Einfluss des pH-Wertes auf die katalytische Aktivität zeigt die typische Aktivierung der 
Alkohol-Oxidation bei hohen pH-Werten bzw. die Aktivierung der Carbonyl-Reduktion bei 
niedrigeren pH-Werten. Dieses Verhalten ist bei vielen Alkoholdehydrogenasen zu beobachten 
(Kulig et al., 2013, Höllrigl et al., 2008, Uthoff und Steinbüchel, 2012, Inoue et al., 2005).  
Extrem hohe oder niedrige pH-Werte führen zur Denaturierung der Proteine. Die Denaturierung 
bei stark sauren pH-Werten erfolgt, wenn das Protein seine negativen Ladungen verliert und 
nur noch positiv geladen vorliegt. Bei stark basischen pH-Werten wird das Protein nur negativ 
geladen, was ebenfalls zu seinem Ausfall führt (Dill und Shortle, 1991, Antosiewicz und 
Shugar, 2011). Zusätzlich verursachen unterschiedliche pH-Werte Konformationsänderungen, 
u.a. durch den Einfluss auf die Salzbrücken zwischen den geladenen Aminosäuren der Enzyme 
(Antosiewicz und Shugar, 2011), welche dann die Stabilität des Proteins ändert.  
Der anhand CLC Software berechnete isoelektrische Punkt liegt bei beiden Dehydrogenasen im 
Bereich von pH 5,5 für die nativen Aminosäuresequenzen und von pH 6 für die Fusionsproteine 
(mit 10x Histag). Bei diesem pH-Wert ist die Gesamtladung des Proteins gleich Null, wodurch 
die ionischen Interaktionen für eine produktive Faltung (u.a. Salzbrücken) so reduziert werden, 
dass das Protein letztendlich ausfällt (Dill und Shortle, 1991). Jedoch stimmen diese anhand 
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CLC kalkulierten Werte mit den experimentell erzeugten Daten nicht überein. Die untersuchten 
Proteine waren mit dem His-tag über einen Linker verbunden und zeigten kürzere 
Halbwertszeiten bei pH 5 als bei pH 6. Deutlich war der Unterschied bei der PseDH zu 
beobachten, welches eine zehnfach höhere Stabilität bei dem gerechneten isoelektrische Punkt 
pH-Wert 6 als bei dem 5,5 zeigte (Abbildung 3.34). Das benutzte Puffersystem Citrat-
Phosphatpuffer in diesem pH-Bereich könnte zu diesem Ergebnis geführt haben. 
Andere Faktoren spielen in diesem Fall eine wichtige Rolle, u.a. die Ladungsverteilung des 
gesamten Proteins. Die unterschiedlichen Frequenzen und Positionen von Aspartat (pKa 4,0), 
Glutamat (pKa 4,4) und Lysin (pKa 10,4) in den beiden Dehydrogenase könnten einen Hinweis 
auf die Ursache der höheren Stabilität von EDH in basischer Lösung verglichen mit PseDH 
liefern (Hass und Mulder, 2015) (Abbildung 3.45).  
Deswegen werden für ein tiefgreifendes Verständnis der durch den pH-Wert beinflussten 
Stabilitäten weitere experimentelle Daten u.a. über Mutanten benötigt. Hierzu sollten 
unterschiedliche Modelle sowohl in silico als auch experimentell generiert werden, um die 
durch den pH-Wert bedingte Konformationsänderung untersuchen zu können.  
3.5.10 Einfluss der Ionenstärke 
Die Untersuchungen zum Effekt der Ionenstärke auf die Enzyme illustrierte weitere 
Besonderheiten der neuen Enzyme PseDH und EDH. Es konnte experimentell bestätigt werden, 
dass EDH ihre katalytische Aktivität behält, wenn die Reaktion in VE-Wasser gestartet wurde. 
PseDH verliert hingegen seine Aktivität, wenn ausschließlich VE-Wasser statt dem 100 mM 
Phosphat im Aktivitätsassay verwendet wird. Dazu wurde eine Art „Aktivierung“ der PseDH 
bei höheren Ionenstärken festgestellt, unabhängig davon, ob es sich um Phosphat- oder Formiat-
Ionen handelte. Die Komposition der Aminosäuren lässt Rückschlüsse auf dieses Phänomen 
zu. Die komparative Analyse der Aminosäureverteilung (Prozentsatz von jeweiligen 
Aminosäureanzahl bezogen auf die Gesamtaminosäureanzahl eines Proteins) mit 20.000 
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Aminosäuresequenzen „nicht-redundanter“ kurzkettiger Dehydrogenasen zeigte höhere 
Frequenzen von Aspartat (pKa 4,0) und niedrigere Frequenzen von Lysin (pKa 10,4) bei PseDH 
(Abbildung 3.45). Dies entspricht dem Trend der Aminosäurekompositionen halophiler 
Mikroorganismen (Fukuchi et al., 2003, Esclapez et al., 2007). Des Weiteren ist die geringe 
Frequenz an hydrophoben Aminosäuren charakteristisch für halophile Proteine (Besir et al., 
2005, Paul et al., 2008), welches teilweise beim Enzym PseDH der Fall ist. Ein Vergleich der 
Aminosäureverteilung von einer NAD+ abhängigen DNA-Ligase aus Haloferax volcanii mit 
der entsprechenden Ligase aus E. coli zeigt ähnliche Tendenzen wie im Falle von PseDH 
(Ortega et al., 2011). Dadurch kann die Halotoleranz im Enzym PseDH verglichen zum EDH 
erklärt werden.  
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Abbildung 3.45: Differenzen der Aminosäurekomposition zwischen der jeweiligen Sequenz von PseDH (orange) 
und EDH (schwarz) zu 20.000 anderen Sequenzen der kurzkettigen Dehydrogenasen aus den „nicht-redundanten 
Proteinsequenzen“ der NCBI-Datenbank. Die plus-Werte bzw. minus-Werte deuten auf ein hohes bzw. auf 
geringes Vorkommen des entsprechenden Restes hin. 
 
Normalerweise weisen halophile Enzyme eine sehr vordeterminierte Aminosäureverteilung 
auf, welche durch die Evolution entstanden ist (Paul et al., 2008). 
Im Falle der halotoleranten PseDH ist dieses universelle Verteilungsmuster teilweise zu 
beobachten. Wenn das der Fall wäre, stellt sich die Frage, ob beide Enzyme PseDH und EDH 
unterschiedlichen evolutionären Ursprungs sind. Diese Vermutung wird durch BLAST-
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Recherchen der Peptidsequenzen stärker unterstützt, da die nächst ähnlichen Peptidsequenzen 
(Sequenzidentität zwischen 47-48%) zum Enzym PseDH aus den halotoleranten bis halophilen 
Bakterien Virgibacillus chiguensis sp. nov., Virgibacillus dokdonensis und Virgibacillus 
pantothenticus stammen (Wang et al., 2008, Yoon et al., 2005, Wang et al., 2015).  
Die höchstähnlichen Peptidsequenzen zu EDH, deren höchste Halbwertszeit bei 40°C liegt, 
stammen aus Modestobacter sp. VKM Ac-2676 (64% Sequenzidentität) und Dietzia lutea sp. 
nov. (63% Sequenzidentität) (Vasilenko et al., 2017, Li et al., 2009). Der Modestobacter Stamm 
wurde aus einem kontinentalen Gebiet in Russland (Durchschnittliche Sommertemperaturen 
ca. 40 °C) und der zweite Dietzia Stamm wurde aus der ägyptischen Wüste isoliert. 
Diese Fakten sollten hauptsächlich zeigen, dass die aus dem Labor bezogen Eigenschaften der 
Enzyme PseDH und EDH mit den ähnlichsten Enzymen aus Stämmen übereinstimmen, welche 
unter analogen Umweltbedingungen zu den optimalen biochemischen Aktivitätsbedingungen 
von PseDH und EDH gefunden wurden.  
Der Stamm TS-15 zeigt eine ungewöhnlich starke Fähigkeit DNA aus der Umwelt 
aufzunehmen und dies für die Derivatisierung seines Pan-Genoms zu nutzen. Daher wäre es 
nicht unwahrscheinlich, dass der Stamm TS-15 die Gene dieser Enzyme während seiner 
„beschleunigten“ Evolution aufgenommen hat. Zu welchem Zeitpunkt und in welchem 
Bakterium diese Gene zu einem Gencluster kombiniert wurden, bleibt jedoch offen.  
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3.6 Einsetzbarkeit von PseDH und EDH für die industrielle Anwendung  
3.6.1 Synthese von (S)-/(R)-PAC im Ganzzellsystem 
Für den industriellen Einsatz dieser Enzyme eignet sich die Biotransformation mit 
enzymgekoppelter Cofaktorregenerierung, wodurch keine zusätzliche Zugabe von teurem 
Cofaktor nötig ist. Dafür wurde die NADH abhängige Formiat Dehydrogenase (FDH) aus 
Candida bodiini mit jeweils PseDH und EDH in dem entsprechenden E. coli Stamm co-
exprimiert. Nach der Expression wurden die Zellen über Nacht lyophilisiert. Zur Kontrolle der 
Expression wurden die Zellen vor und nach der Lyophilisierung aufgeschlossen und mittels 
SDS-PAGE analysiert (Abbildung 3.46). FDH und PseDH wurden im ersten Stamm PseDH-
FDH fast komplett löslich exprimiert. Im zweiten Stamm war die EDH sowohl im Zellpellet 
als auch im Zellextrakt kaum detektierbar. Trotzdem wurde in diesem Stamm eine Aktivität 
vergleichbar mit dem PseDH-FDH-Stamm gemessen. Alle drei Dehydrogenasen wurden ohne 
His-tag exprimiert.  
 
Abbildung 3.46: SDS-PAGE von Zellpellet (P) und Zelllysat (L) aus dem E. coli Expressionsstamm mit den Co-
exprimierten Enzymen PseDH-FDH vor der Lyophilisierung (1), PseDH-FDH nach der Lyophilisierung (2), EDH-
FDH vor der Lyophilisierung (3) und EDH-FDH nach der Lyophilisierung (4). 
 
In diesem System spielt sowohl die Substrat- als auch die Produktdiffusion zwischen den zwei 
Phasen u.a. über die Zellmembran eine wichtige Rolle für die Reaktionsgeschwindigkeit bzw. 
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der resultierenden Umsatzrate. In Abbildung 3.47 sind schematisch die durchgeführten 
Reaktionen zur Produktion von (S)-/(R)-PAC über die stereoselektive Reduktion von PPD im 
Ganzzellsystem dargestellt.  
 
 
Abbildung 3.47: Schematische Darstellung zur enantioselektiven Produktion von chiralen Alkoholen mittels 
PseDH oder EDH zusätzlich zur FDH für die enzymgekoppelte Cofaktor-Regenerierung.  
 
Der industrielle Einsatz von Dehydrogenasen wird hauptsächlich durch die begrenzte 
Löslichkeit der Substrate in der wässrigen Phase limitiert (Orlich et al., 2000). Hierfür bieten 
organische Lösungsmittel eine bessere Löslichkeit für die im Wasser schwer löslichen 
Substrate. Nachteilig beim Einsatz von organischen Lösungsmitteln ist meistens ihr 
Denaturierungseffekt auf die Enzyme (Stepankova et al., 2013). 
Mit den erzeugten Stämmen konnte die Leistung der Enzyme im wässrig-organischen System 
erhöht werden. 
Für das Lösungsmittelscreening wurden in Wasser schlecht mischbare organische 
Lösungsmittel u.a. basierend auf ihrer chemischen Beschaffung und auf ihrer Hydrophobizität 
bzw. ihrem Log PO/W Wert (Logarithmus des Verteilungskoeffizienten eines Stoffes in 
Zweiphasensystem aus Wasser und n-Octanol) ausgewählt (Leo et al., 1971). Es wurden acht 
Lösungsmittel getestet, welche den n-Alkanen, Alkanolen, Estern und den aliphatischen/ 
cyclischen Ethern zugeordnet sind (Tabelle 3.8). Damit kann ein erster Eindruck zur  
 
Ergebnisse und Diskussion 
144 
 
 
Tabelle 3.8: Untersuchte Lösungsmittel aus drei chemischen Klassen mit ihren Log P Werten. 
Lösungsmittel Struktur Log P Reference 
n-Hexan 
 
4,1 Sangster, 1989 
n-Decan 
 
5,01 Sangster, 1989 
1-Hexanol 
 
2,03 Chenzhong und 
Zhiliang, 1998 
1-Decanol 
 
4,57 Sangster, 1989 
Ethylacetat 
 
0,73 Sangster, 1989 
Methyl-tert-butylether 
 
0,94 Watanabe et al.,  
2007 
2-Methyltetrahydrofuran 
 
0,72 Byrne et al., 
2017 
Cyclopentylmethylether 
 
1,59 Oshima et al., 
2015 
 
Leistung der Enzyme in Gegenwart von organischen Lösungsmitteln gewonnen werden. 
Für den Umsatz wurden 100 mM PPD eingesetzt, wobei sich alle angegebenen Konzentrationen 
der Ketone bzw. die Biotransformation auf die organische Phase beziehen. Für die initialen 
Experimente wurde ein 1:1 Phasenverhältnis des wässrig-organischen Zweiphasensystems 
verwendet. 
Ein Beispiel für den Umsatz von PPD zu PAC ist in Abbildung 3.48 zu sehen. Dabei wurden 
Cyclopentylmethylether (CPME) als organische Phase und 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 
7,5) eingesetzt. Die Trockenmasse der eingesetzten Zellen der Stämme PseDH-FDH und EDH-
FDH, für den jeweiligen Reaktor betrug 10 mg.  Für die Cofaktor-Regenerierung wurden 300 
mM Kaliumformiat (pH 7,5) eingesetzt. Alle Biotransformationen wurden bei Raumtemperatur 
und 50 rpm mittels eines Überkopfschüttlers durchgeführt. Nach Beendigung der 
Biotransformation (2-3 h) im Satzreaktor, war das gesamte in der organischen Phase befindliche 
PPD zu PAC umgesetzt.  
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Abbildung 3.48: Ein Beispiel der Biotransformation von PPD zu (S)-PAC und (R)-PAC im 1:1 Zweiphasensystem 
(CPME: 100mM Phosphatpuffer 7,5) mittels ganzer Zellen, welche die jeweiligen PseDH-FDH und EDH-FDH 
Biokatalysatoren beinhalteten. 
Das initiale Lösungsmittelscreening zeigte, dass die Reaktionsgeschwindigkeit von PPD zu (S)-
PAC unter Verwendung der meisten organischen Lösungsmittel außer Methyl-tert-butylether 
(MTBE) und 2-Methyltetrahydrofuran (MTHF) hoch war (zwischen 73-90 mM L-1 h-1). Für die 
(R)-PAC Produktion variieren die Geschwindigkeiten deutlicher, wobei n-Decan, MTBE und 
CPME am besten (zwischen 87-99 mM L-1 h-1) abschneiden (Abbildung 3.49). Im 
Einphasensystem mit 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) war die Umsetzung deutlich 
langsamer als in den restlichen Zweiphasensystemen. 
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Abbildung 3.49: Lösungsmittelscreening zur Synthese von (S)-PAC und (R)-PAC mittels PseDH-FDH bzw. 
EDH-FDH. Die Umsetzungen wurden bei Raumtemperatur und in Ganzzellsystemen durchgeführt.  
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3.6.2 Stabilität von PseDH und EDH im Zweiphasensystem 
Basierend auf den Ergebnissen des Screenings wurden vier Lösungsmittel für die 
Stabilitätstests ausgewählt, welche die chemischen Gruppen der untersuchten Lösungsmittel 
weitgehend abdecken. Die Enzyme wurden nicht nur in den Lösungsmitteln stehen gelassen, 
sondern alternativ wurde die zwei Phasen auch stetig bei 50 rpm durchmischt. Außerdem 
wurden die Enzyme unter drei unterschiedlichen Bedingungen als ganze Zelle, im Zellextrakt 
und als gereinigtes Enzym getestet. Die Proben als ganze Zelle und Zellextrakt wurden über 
ihren Umsatz von PPD zu PAC mittels HPLC gemessen (siehe Materialien und Methoden). Die 
Proben als gereinigtes Enzym wurden photometrisch bei 340 nm über den Aktivitätsassay 
unabhängig von der FDH zur Cofaktor-Regenerierung untersucht.  
Anders als erwartet, sind PseDH und EDH bei allen eingestetzten Formen stabiler in 
organischen Lösungsmitteln als im wässrigen Einphasensystem (Abbildung 3.50). 
 
Abbildung 3.50: Lösungsmittelscreening zur Stabilität der Enzyme im Ganzzellsystem, im Zellextrakt (jeweils 
mit FDH) und als gereinigte Enzyme (ohne FDH). Das Zweiphasensystem wurde im 1:1 (organisch:wässrig) 
Verhältnis bei Raumtemperatur eingesetzt. 
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Das Lösungsmittel wirkte auf EDH als reines Enzym sogar stabilisierend, sodass die 
Restaktivität von EDH in CPME zehnfach höher als im Einphasensystem war (in 100 mM 
Phosphatpuffer pH 7,5). Anders als davor angenommen zeigten beide Dehydrogenasen im 
Zweiphasensystem im Zellextrakt höhere Restaktivitäten als in ganzen Zellen im 
Zweiphasensystem.  
In allen Proben sind die Restaktivitäten im Einphasensystem niedriger als im 
Zweiphasensystem. Nach 96 h ist keine Restaktivität mehr in der ganzen Zelle im 
Einphasensystem detektierbar.  
CPME gilt unter den Ethern als industrietaugliches organisches Lösungsmittel u.a. aufgrund 
seiner hohen Stabilität und geringen Peroxidbildung (besonders bei Zusatz von 
Butylhydroxytoluol [BHT]) (Watanabe et al., 2007). Zudem hat es den höchsten Siedepunkt 
(106 °C) unter den getesteten Ethern, was die Durchführung anschließender Reaktionen bei 
höheren Temperaturen im selben Lösungsmittel ermöglicht. Darüber hinaus verzeichnete 
CPME die höchste Restaktivität bei beiden Enzymen im Zellextrakt als organische Phase. Aus 
diesen Gründen wird dieses Lösungsmittel für den industriellen Einsatz dieser Enzyme zur 
Produktion von chiralen Alkoholvebindungen empfohlen.
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AUSBLICK 
Die vorliegende Arbeit bietet für die Zukunft diverse Forschungsmöglichkeiten. Hierbei könnte 
ein tieferes Verständnis zur Funktionsweise dieser Enzyme über Erstellung von Mutanten-
Bibliotheken erlangt werden, das Substratspektrum erweitert oder die Stabilität erhöht werden. 
Die ersten Stabilisierungstests mit 2-Propanol zeigten mit EDH hervorragende 
Halbwertszeiten, von mehr als 2 Monaten. Außerdem wies EDH hohe Stabilitäten mit 
Calciumcarbonat (Kreide) auf. Hierbei könnte die Immobilisierung von EDH, mittels analoger 
Materialien, zu Kreide wie beispielsweise Gips, geprüft werden. In ersten 
Immobilisierungsversuchen dieser Enzyme konnten bereits vielversprechende Ergebnisse zur 
Erhöhung der Prozessstabilität erzielt werden, weshalb diese Enzyme ein gutes 
Ausgangsmaterial für weitere verfahrenstechnische Studien bieten. Zudem ist die Inversion 
dieser Enzyme von (‒)-Ephedrin zu (+)-Pseudoephedrin theoretisch machbar. Somit könnte die 
chemische Inversion mittels Acylierung mit Essigsäureanhydrid durch diese Enzyme ersetzt 
werden. Hierfür sollen weitere Forschungsarbeiten etabliert werden. Ein weiterer interessanter 
Aspekt zur Nutzung dieser Enzyme ist die stereoselektive Produktion von (S)-PAC und (R)-
PAC. Im Großmaßstab könnte die Herstellung von (S)-PAC und (R)-PAC durch den Preis des 
Ausgangsmaterials PPD (ca. 1200 Euro kg-1) im Vergleich zu Benzaldehyd (ca. 32 Euro kg-1) 
nicht wirtschaftlich sein. Hierfür könnte die stabile Benzaldehydlyase (BAL) aus Pseudomonas 
fluorescens eine C-C Kopplung zwischen Benzaldehyd und Acetaldehyd zu (R)-2-
Hydroxypropiophenon (HPP) umsetzen. Dieses kann schließlich chemisch zu PPD oxidiert 
werden, um es als Substrat für PseDH oder EDH zu dienen. Auf der anderen Seite kann (R)-
HPP ebenfalls als Substrat für beide Dehydrogenasen verwendet werden, um das [(S)-/(R)-,R]-
1-Phenylpropan-1,2-diol herzustellen. Eine dritte Möglichkeit zur Nutzung von (R)-HPP wäre 
durch die Chlorierung der Hydroxylgruppe um (S)-Chloro-1-phenyl-1-propanon zu 
produzieren. Dieses Haloketon kann durch PseDH reduziert werden, um daraus durch einen 
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Chlor-Methylamin Austausch (+)-Pseudoephedrin darzustellen. Aufgrund der Neuheit der 
umgesetzten Reaktion von PseDH und EDH werden in Zukunft noch viele weitere Katalysen 
ermöglicht, welche bis jetzt aufgrund des schweren Zugangs zu (R)- und (S)-PAC als unmöglich 
galten. Zudem werden diese Dehydrogenasen, als auch der Stamm TS-15 im Rahmen eines 
Gründungsprojekts „EvogenomiX“ für kommerzielle Zwecke investigiert.
  
Anhang 
 
150 
 
ANHANG 
 
Abbildung A1: Chromatogramme von Gaschromatographie und Massenspektren der Ausgangsionen A, α-
Diketon 1-Phenyl-1,2-propandion und B, das mit PseDH reduzierte (S)-phenylacetylcarbinol.  
 
 
A. 
B. 
Anhang 
 
151 
 
 
Abbildung A2: Chromatogramme von Gaschromatographie und Massenspektren der Ausgangsionen A, α-
Diketon 1-Phenyl-1,2-propandion und B, das mit EDH reduzierte (R)-Phenylacetylcarbinol.  
 
 
A. 
B. 
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Abbildung A3: 1H NMR Spektrum (400 MHz) von (S)-Phenylacetylcarbinol gelöst in deuteriertem Chloroform 
(CDCl3). 
Abbildung A4: 1H NMR Spektrum (400 MHz) von (R)-Phenylacetylcarbinol gelöst in deuteriertem Chloroform 
(CDCl3). 
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Abbildung A5: Transkriptom-Profil des Ephedrin-Genclusters. traG, konjugationales Transfer-Protein, RecB, 
Endonuklease, Tn21, Transposon-Resolvase, benk, Benzoat-Transporter, catR, Regulatorisches Protein, aap, 
Aminosäure-Permease, catD, 3-Oxoadipat-Enol-Lactonase, catF β-Ketoadipyl-CoA-Thiolase, catI/J 3-
Oxoadipat-CoA-Transferase Untereinheiten A/B, maiA Maleylpyruvat-Isomerase, catA Catechol-1,2-
Dioxygenase, benA/B, Benzoat-1,2-Dioxygenase Untereinheiten A/B, benC, Benzoat-1,2-Dioxygenase 
Ferredoxin-Reduktase Untereinheit (Elektronen-Transfer-Komponente), benD, 2-Hydro-1,2-Dihydroxybenzoat-
Dehydrogenase.  
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